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-EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DEN 
EINFLUSS DER LEBER-DIATHERMIE 
AUF DIE LEBERFUNKTIONEN. 


Il. Uber den Einfluss der Leber-Diathermie auf die 
Ausscheidefahigkeit der Leber gegen 
kérperfremde Farbstoffe. 


Von 


YOSHIO MITANI. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Kaiserlichen Universitét zu Sapporo. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Nakagawa.) 


(Eingegangen am 17. November 1934) 


KINLEITUNG. 


Es wird allgemein dafiir gehalten, dass die Ausscheidefahig- 
keit der Leber durch die gesteigerte Gallensekretion geférdert 
werde; das ist aber dureh experimentelle Untersuchungen noch 
nicht einwandfrei bewiesen worden. In dieser Richtung stellten, 
soweit ich die Literatur einsehen konnte, nur Adlersberg und 
Neubauer (1926) sowie Franke (1930) Tierversuche an. Die 
ersteren Autoren kamen zu dem Schlusse, dass die kérperfremden 
Farbstoffe wie Ptoktanin und Kongorot, wenn sie gleichzeitig mit 
dem dehydrocholsauren Natrium an Kaninehen intravenés vera- 
breicht wurden, schlecht in die Galle ausgeschieden wurden. Im 
Gegensatz hierzu kam Franke unter Anwendung von Atophan oder 
Decholan zu dem Ergebnisse, dass eine kleinere Menge der 
erwahnten Choleretika auf die Ausscheidung des Eosins in die 
Galle fordernd einwirkt, wahrend sie, in grésserer Menge ange- 
wendet, mit dem Eintritt der starken Cholerese eher eine vermin- 
derte Ausseheidung zur Folge hat. 

Uber die Beziehungen zwischen Cholerese und Ausscheide- 
fahigkeit der Leber sind genauere Untersuchungen zum ersten 
Male von fimuro (1933) in unserer Klinik angestellt worden. Er 
stellte niaimlich an Gallenblasenfistelhunden erstens im physiologi- 
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schen Zustand, und zweitens im pathologischen Zustand der Leber 
Versuche an. Darnach stellte er seine gewonnenen Resultate 
folgendermassen zusammen : 

1. In dem Hunger- oder Ruhezustand der physiologischen 
Leber wird der intravenés injizierte Farbstoff wie Azorubin S am 
schnellsten und in grésster Menge in die Galle ausgeschieden. 

2. Wenn die choleretischen Mittel gleichzeitig mit Azorubin 
S. verabreicht werden, so wird die Ausscheidefahigkeit der Leber 
in merklicher Weise beeinflusst. Demzufolge teilte Timuro die 
Choleretika iiberhaupt in zwei Gruppen ein, nimlich: 

a. Zur ersten Gruppe stellte er Gallensaiure, Atophan, Insulin, 
Histamin, Tyradin, Magendarmhormon von Ochi, Chloralhydrat 
und Avertin. Die perorale EKinnahme eiweissreicher Nahrung 
gehoért auch in diese Gruppe. Diese Gruppe von Choleretika wirkt 
auf die Ausscheidung des Azorubin S in die Galle hemmend ein, 
trotzdem die Gallensekretion sehr intensiv beférdert wird. 

b. Zu der zweiten Gruppe rechnet er Coffeinum natriobenzo- 
icum, Euphyllin, Theocin und Salyrgan. Hierbei wird der Farb- 
stoff, obwohl Cholerese deutlich eintritt, in gleicher Menge in die 
Galle ausgeschieden wie in den Kontrollversuchen. 

3. Wenn die Leber jedoch durch Salvarsaninjektion ge- 
schadigt wird, so wirken die oben erwahnten zwei Gruppen der 
Choleretika in gleichem Sinn ein: die Choleretika iiberhaupt 
bef6rdern hier ohne Ausnahme die suecheidene des Farbstoffes 
in die Galle in merklicher Weise. 

Wenn auch die Beziehungen zwischen Cholerese und Aus- 
scheidefahigkeit der Leber, wie erwaihnt, von [imuro klargestellt 
worden ist, so bleibt doch noch ganz ungekliart, auf welche Weise 
die durch Leberdiathermie hervorgerufene Cholerese aut die 
Ausscheidefihigkeit der Leber einwirkt. Deswegen werde ich in 
dieser Mitteilung die Resultate meiner dahingerichteten Versuche 
berichten. 


VERSUCHSANORDNUNG. 
Als Versuchstiere dienten ausschliesslich Hunde, welchen eine: 
permanente Gallenblasenfistel angelegt wurde. Nachdem die Tiere 
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Sich von dem Hingriff der Operation vollkommen erholt hatten 
und an die Leberdiathermie gewéhnt waren, stellte ich erst die 
eigentlichen Versuche an. Die Technik der Diathermisierung ist 
die gleiche wie die in der ersten Mitteilung erwahnte. 
Als kérperfremde Farbstoff benutzte ich Azorubin S, welches 
sich sehr hepatotrop erwies und in der Galle leicht zu bestimmen 
war. Die Galle sammelte ich alle 15 Minuten bis zur 2. Stunde 
und ermittelte damit quantitativ die ausgeschiedene Menge des 
Azorubin § mit Hilfe des Dubosqueschen Kolorimeters. 


VERSUCHSERGEBNISSE. 
-_ 1. Kontrollversuche. 


Wie Limur o erst genaue Kontrollversuche angestellt, 
schickte auch ich unter denselben Versuchsbedingungen Kontrol 
versuche voraus, bevor ich zu den eigentlichen Versuchen iiberging. 


TABELLE I. 
Hund 9 lékg Hund 9 l6kg 
a=5' (Das erste Erscheinen da, Farb- ine 
stoffes in d. Galle) | a=620 
Harbsioe Farbstoft 
Galle ro Sate dpa Galle - a 
eer ssien = ac 30°% | 60’% perdi arate ‘Menge 30'% | 60'% 
1 1.9 2.2 
5 i bef 2.3 
0.5% A.S.2cem 1%A.S8.2ecm, 
3 1.4 83.0 1.23 2.1 102.0 2.14 
4 1.5 | 190.0 2.85 40.8 | 2.2 245.0 5.39 87.6 
Or BE) gol) Leh 2.1 | 200.0 | 4.20 
6 1.8 64.0 1.15 27.6 68.4 2.0 | 120.0 2.40 33.0 70.6 
7 |. 184.440 |.0:79 | © 1.8 | 85.0} 153 
8 1.9 31.0 0.58 137 1.8 62.0 1.12 13.3 
9 2.2 28.5 0.63 15 55.0 0.83 
10 2.0 


11.0 0.22 8.4 22.1 1.6 37.0 | 0.59 7.1 20.4 


Binnen 2 Stunden 90.5% Binnen 2 Stunden 91.0% 
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Hund 6 10kg Hund § 10kg 
a= 6'35” a= 640” 
FONT) ERiMMiine sic a ala a wad dit anit bes 
Nr | (15’) eet absolute P ; (15’) * pal absolute fs 4 
com fe e% a 30°% | 60'% | ccm |r = 30’% | 60'% 
6 Yah fume eb 1.2 
24 1.0 1.3 
0.5% A.8.2cem 0.5% A.8.2ccm 
3] 12 | 100.0} 1.20 1.2 | 140.0] 1.68 
4] 1.0 | 286.0) 2.86 | 40.6 1.0 | 328.0] 3.28 49.6 
5 | 1.2 | 130.0} 1.56 1.1 | 132.0 | 1.45 
6} 1.0 | 118.0.} 1.18 27.4 68.0 1.0 | 1180] 1.18 26.3 75.9 
“7 | 0.9 | 110.0] 0.99 0.8 53.0 | 0.42 
8 | 1.0 94.0} 0.94 19.3 1.0 40.0 | 0.40 8.2 
9] 05 50.0 | 0.24 1.1 33.0 | 0.36 


38.0| 023; 48] 240] 08! 25.0] o20| 56 | 138 


= 
So 
= 
lor) 


Binnen 2 Stunden 92.1% Binnen 2 Stunden 89.7% 


Wie aus der beigetiigten Tabelle I ersichtlich, beginnt der 
Farbstoff nach 5-6 Minuten in der Galle zu erscheinen. Der Haupt- 
teil desselben wird innerhalb der ersten Stunde und nur ein kleiner 
Teil davon in der zweiten Stunde wieder in die Galle ausgeschieden. 
Binnen zwei Stunden wird ungefaihr 90% des Azorubins in der 
Galle wiedergefunden. Diese Befunde sind die gleichen, wie die 
von limuro angegebenen. 


2. Hauptversuche. 
a. Versuche an der gesunden Leber. 

Nachdem die Ausscheidung des Farbstoffes in den Kontroll- 
versuchen festgestellt worden ist, ging ich zu den eigentlichen 
Untersuchungen tiber, um festzustellen, wie die Leberdiathermie 
auf die Ausscheidefahigkeit der Leber einwirkt. Hierbei ordnete 
ich die Versuche in soleher Weise an, dass der Farbstoff entweder 
am Beginn oder am Ende der Diathermisierung injiziert wurde. 
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TaBELLE IT. 
Hund § 10kg Hund Q i6kg 


a=6'5” 


a= 6'30” 


Farbstoff 


Farbstoft 
Galle 
Nr | (15’) 
eem Konzent, 
mg% 


absolute 
Menge 30°% 60’% 


mge% 


Menge | 30'% | 60'% 


800mA30’ 1000mA 30’ 
3 1.5 
4] 16 
0.5% A.8. 2cem 1%A.S8.2cem 
5 2.10 
6 6.27 41.3 
if 3.57 
8 4.13 | 38.5 | 79.8 
9 1.02 
10 0.96 8.9 
11 0.39 
12 0.22 3.0 11.9 


Binnen 2 Stunden 93.5% Binnen 2 Stunden 91.7% 
Hund 6 10kg Hund § 10kg 
a= 610” a= 6740” 
Galle Farbstoff Farbstoft 
Nr | (15°) absolute 


eem ores Menge 30’% 60'% 30’% 60’% 


ms7o | me% 


1| 06 
2 | 0.7 


0.5% A.8.2cem 0.5% A.S8.2cem 
3 1.2 124.0 1.48 | 800mA30’ 700mA30’ 
4 2.0 210.0 | 4,20 56.8 39.8 
5 15 | 105.0} 1.57 
6 1.2 72.0 0.86 24.3 81.8 27.6 67.4 
7 1.3 51.0 | 0.66 
8 1.4 39.0 0.54 12.0 13.2 
9 0.8 20.0 0.16 


10 | 0.6 12.5 | 0.07 2.3 14,3 8.6 


Binnen 2 Stunden 95.4% * Binnen 2 Stunden 89.2% 
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Wie aus Tabelle [I ersichtlich, nimmt die Gallenmenge durch 
die Leberdiathermie merklich zu. Die Ausscheidung des Farb- 
stoffes in die Galle wird jedoch durch den Eintritt der Cholerese 
gar nicht beeintrachtigt, sondern der injizierte Farbstoff wird 
so gut wie oder eher etwas besser wie bei den Kontrollen ausgeschie- 
den. Die absolute Menge des binnen 2 Stunden ausgeschiedenen 
Farbstoffes betragt ungefahr 90% oder etwas mehr. Nach diesem 
Befunde gehort die Diathermie der zweiten Gruppe der von 
Iimuro eingeteilten Choleretika an. Die Cholerese, die durch 
Leberdiathermie hervorgerufen wird, wirkt naimlich auf die Aus- 
scherdefithigkeit der Leber nicht hemmend ein. 


b. Versuche an der pathologischen Leber. 
Darauf ging ich zu den Untersuchungen an der pathologischen 
Leber tiber. Da mir zufallig ein schwangerer Hund zu Verfiigung 
stand, stellte ich daran Versuche an, um festzustellen, was fiir 


TABELLE ITI. 
Schwangerer Hund 18 kg 


‘17 'Tage vor Geburt (Vormittag) 17 Tage vor Geburt (Nachmittag) 
a=9’3” a=9 
Farbstoff Farbstoft 
Galle |__ Se Galle 2 85 =2 
Nr (15’) Konzent, | 228olute ; 3¥ (15’) HEY, absolute ! ' 
COM RreaeE er 30°%o | 60°% | com fey, * eed 30% | 60% 
, oe : pe el A ce a i teat, ons = 
a 3.0 1.5 
2 3.1 1.4 
1%A.8.3¢em 1%A.8.3eem 
3 3.1 190.0 | 5.89 2.0 | 220.0 | 4.40 | 600mA30’ 
4| 3.0 | 160.0] 4.80 | 25.6 1.9 | 252.0] 4.78 | 306 
5 3.0 130.0 3.90 ; 1.6 | 224.0 3.58 
6 2.9 105.0 |} 2.08 19.9 55.5 1.9 182.0} 3.41 23.5 54.1 
ch 3.2 82.0 | 1.97 LY 120.0 | 2.04 
8 2 So.ORNEL. 32 10.9 1.8 92.0 1.66 12.8 
9 2.8 30.0 | 0.84 16 75.0 | 1.20 
10 2.5 26.0 0.65 4.1 15.0 1.6 40.0 0.64 6.1 18.4 


Binnen 2 Stunden 70.5% z Binnen 2 Stunden 72.5% 


rr ee = = — 


Leber-Diathermie auf die Leberfunktionen.—II. 387 


4 Tage vor Geburt (Vormittag) 4 Tage vor Geburt (Nachmittag) 
a= 16740” a=14'50” 
Farbstoft Farbstoff 
Galle eT. Sie _| Galle E E z 
Nx (15" Search absolute : ; (15’) isacnt absolute : ee 
cem mgs. eee! 30'% | 60'% | ecm wee — 30'% 60'% 
1| 21 1.4 | 
a oe | 1.2 
0.5% A.S.2cem 0.5% A.S.2cem 
FLL Oi ibeokeet ) | 24 2.0 | 0.05 | 800m A 30’ 
4 | 2.5 2.0. | 1.05.) 108 8.1 -| 49.0 | 152 | 15.7 | 
5 | 22 | 40.0 | 0.88 23 | 40.0 | 0.92 | 
6 1.9 35.0 0.70 15.8 26.3 2.4 28.0 0.67 15.9 | 31.6 
ai om 30.0 0.69 2.2 25.0 0.55 | 
8 1.8 21.0 0.38 10.7 1.4 290 0.41 9.6 
9 1.5 20.0 0.30 1.7 23.0 0.39 
10| 14 | 180] 025 | 55 | 162 | 15 | 200] 030! 69] 165 


Binnen 2 Stunden 42.5% Binnen 2 Stunden 48.1% 


einen Einfluss die Leberdiathermie auf die Farbstoffausscheidung 
ausiibt. Hierbei ordnete ich, um mdglichst genaue Kontrollwerte 
zu gewinnen, Versuche auf die Weise an, dass der Hauptversuch 
am Vormittag, dann der Kontrollversuch am Nachmittag desselben 
Tages angestellt wurde oder vice versa. 

Wie aus Tabelle III ersichtlich, wurde im Hauptversuche, 
welcher 17 Tage vor der Geburt ausgefiihrt wurde, 72,5% des 
injizierten Farbstoffes binnen 2 Stunden in die Galle ausgeschieden, 
und im Kontrollversuche bloss 70,5%. In den Versuchen, die 4 
Tage vor der Geburt angestellt wurden, bewirkte die WLeber- 
diathermie eine sehwache Foérderung der Farbstoffausscheidung. 
Die innerhalb 2 Stunden wiedergefundene Menge des Farbstoffes, 
betrug im Kontrollversuche 42,5% und im Hauptversuche 48,1%. 

In der Zeit kurz nach der Geburt konnte ich die Wirkung der 
Diathermie nicht priifen, da der Hund die langdauernden Versuche 
nicht ertragen konnte. Deswegen wollte ich nur feststellen, wie 
sich die Ausscheidefahigkeit der Leber im Wochenbette erholte. 
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Ausgeschiedene Menge des Azorubin 8 (%) 


Tage = . 
1. Stunde 2. Stunde Gesamt 

17 Tage vor der Geburt 55,5 15,0 70,5 

4 aa 26,3 : 16,2 * 42,5 

2 Tage nach der Geburt 30,1 27,3 57,4 

3 e 34,8 35,0 | 69,8 

4 = 46,1 30,3 | 76,4 

» > 


57,3 28,0 85,3 


Die Resultate, die ich oben sehr kurz zusammenstellte, zeigten 
uns klar, dass die Ausscheidefahigkeit der Leber wahrend der 
Schwangerschaft immer mehr abnimmt, um direkt vor der Geburt 
das Minimum zu erreichen. Nach der erfolgten Geburt beginnt 
sie aber sehr schnell sich zu erholen und am 5. Tage betragt die 
binnen 2 Stunden ausgeschiedene Menge des Farbstoffes ungefahr 
85% der injizierten Menge, was dem physiologischen Wert sehr 
nahe steht. 

Darauf stellte ich an der kiinstlich geschidigten Leber Ver- 
suche an. Hierbei wendete ich als Lebergift Salvarsan an. Warum 
ich hier Salvarsan zur Anwendung nahm, kommt daher, dass die 
Galle, auch wenn die Leber durch Salvarsan geschadigt wird, in 
geniigender Menge fliesst, wahrend die Gallensekretion bei der 
Toluylendiaminvergiftung manchmal vollkommen stillsteht. In 
diesem Falle stellte ich die Versuche in der Weise an, dass zuerst 
das Salvarsan in grosser Menge intravenés injiziert wurde und vom 
nachsten Tage ab wihrend mehrerer Tage die Ausscheidefahigkeit 
der Leber verfolgt wurde. Der Haupt- und Kontrollversuch 
wurden am denselben Tage am Vor- resp. Nachmittag oder vice 
versa angestellt, 

Beim ersten Hunde wurde am ersten Tage nach Salvarsanin- 
jektion binnen 2 Stunden bloss 40% des Farbstoxes in die Galle 
ausgeschieden, wahrend beim Hauptversuche mit Leberdiathermie 
56% wiedergefunden wurden. Am zweiten Tage waren die Pro- 
zente des in die Galle ausgeschiedenen Farbstoffes im Haupt- und 
Kontrollvrsuche 45,8 resp, 61,2%. Mit der Zeit nahmen die pro- 
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TABELLE IV. 
Hund 9 16kg 


Salvarsan 1.05g u. 0.4% Kochsalzlésung 20cem intravenés inj. 


Kontrollversuch (Nachmittag) Hauptversuch (Vormittag) 
Der I. Tag 
TT ee ES eee 
a=17'5” a=14’40” 
F 
Galle pre Farbstoft 
Nr} (15°) BAR absolute . J Kipuent, absolute 5 F 
com ee —— 30°7o 60'% ms% — 30°% |. 60'% 
1 1.1 
2 1.2 
0.5% A.S.2cem 0.5% A.8.2ccm 
3 1.2 (—) 4.0 0.07 | 1000mA30’ 
4°) 1.0") 60.0 0.50 5.0 62.5 | 1.06 11.3 
Sele 1B 75.7 0.91 80.0 1.68 
6 | 13 64.5 0.84 17.5 22.5 65.5 | 1.17 28.5 39.8 - 
7| 1.0 | 48.0 | 0.48 40.0 | 0.52 
8 | 1.4 35.4 0.50 9.8 88.0 0.42 9.4 
9 1.2 $3.3 0.40 35.7 0.43 


10 | 1.2 | 30.6 0.37 7.7 17.5 " 33.8 | 0.33 7.6 0.17 


Binnen 2 Stunden 40.0% Binnen 2 Stunden 56.8% 


Der II, Tag 


0.5% A.S.2cem 0.5% A,S.2cem 


3 | 14 18.5 0.26 1000mA30’ 
4; 15 59.0 0.89 | 11.5 15.2 
) | 1.3 PRS 0.81 
6! 15 47.6 0.72 15.2 26.7 
7 | 1.4 41.6 0.58 |. 
8 | 1.5 38.5 0.58 11.6 
9/ 14 28.0 0.39 
10 baa | ass 1.4 25.5 | 0.36 7.5 19.1 


' Binnen 2 Rinne 3.ebtetin 45.8% Binnen 2 Stunden 61.2% 
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Der III. Tag 


a=14’ a=11'40” 


1] 13 11 
2} 1.0 13 / 
0.5% A.8.2ccm V.5%AS.2cem 
&.1. 38 2.0 1.3 | 10.0 | 0.16 | 1000mA30’ 
4] 14] 79.0 11.3 15 | 83.0 | 1.25 | 141 
5 | 11 1.0 | 115.0 | 1.15 
6| 11 20.1 | 314 | 12| 985 |] 1.18 | 233 | 37.4 
Tr SA 15 | 90.9 | 1.36 
8 | 1.0 15.7 15 | 65.2 | 0.98 | 23.4 
9| 13 15 | 50.0 | 0.75 
10 | 12 9.2 | 249 | 16] 2251] 0.35 | 11.0 | 344 
Binnen 2 Stunden 56.3% Binnen 2 Stunden 71.8% 
Der IV. Tag 
Eaaaa———————SEESSSSEEEEEE—EEEEeEEee = ———— 
a=11'40" a=10'20” 
1] 20 2.0 | 
2/18 2.1 
0.5% A.8.2cem 0.5% A.S.2cem 
3] 17 4.3 | 0.07 21 5.5 | 0.12 100m As 
4/18] 765 | 1.38 | 14.5 3.0 | 66.5 | 2.00 | 212 | 
5 | 2.0 | 79.0 | 1.58 2.6 | 75.0 | 1.99 | 
6 | 13 | 80.0 | 1.04 | 26.2 | 40.7 | 18] 512 | 0.92 | 287 | 499 
7| 1.8 | 66.5 | 0.85 2.0 | 42.0 | 0.84 | 
8 | 1.8 | 50.0 | 0.65 | 15.0 22 | 361 | 0.79 | 163 , 
9| 14 | 461 | 0.65 2.0 | 266 | 0.53 
10 | 12 | 22.0] 0.96 91 | 241 | 20 | 235 | 0.47 | 10.0 | 26.3 
Binnen 2 Stunden 64.8% Binnen 2 Stunden 76.2% 
Der V. Tag 
a=11'15” a= 1020” 
1| 1.0 14 | | 
2| 14 1.3 | 
0.5% A.8.2ccm | 0.59% A.S.2cem 
3°18 3.0 | 0.04 18 | 3.0 | 0.05 | 1000mA30" 
4] 15 | 48.0 | 0.72 7.6 1.4 | 68.5 | 0.96 | 10.1 
5 | 1.2 | 125.0 | 1.60 1.4 | 120.0 | 1.68 | 
6} 12 | 98.0 | 118 | 268 | 344 | 1.0 11120 ; 112 ! 280, 381 
7 | 10] 92.4 | v.92 1.6 | 100.0 | 1.60 | 
8 | 11] 805 | 089 | 181 16 | 743 |] 119 | 279 
9| 12] 62.0 | 0.74 1.7 | 60.0 ; 1.02 | 
10 | 13 | 460 | 0.60 | 13.4 | 31.5 | 1.51 45.5 | 0.68 | 17.0 | 44.4 


Binnen 2 Stunden 65,9% Binnen 2 Stunden 83.0% 
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Der VII. sisal 
u=9'40” n= 9! 
1| 22 = — | | 
{ ' I 
De j ee: | | 
0.5% A.8.2cem 0.99 A.S.2eem 
3 | 24 | 222 ! 0.63 28 | 337 | 0.94 | 1000mA30’ 
4 2.3 42.0 0.97 15.0 | | 2.7 41.0 UB Be 20.5 
5 2,5 54.5 1°31 2.5 65.1 1.63 
6 2.4 60.0 1.20 28.1 43.1 25 60.0 1.50 31.3 51.8 
7 2.3 55.5 1.28 | 29 53.2 1.17 
8 2.4 48.5 1.14 24.2 | 2.3 | 47.0 1.08 22.5 
9} 26] 350] 0.85 2.5 | 984 | 0.71 
10 2.4 205 0.49 13.4 37.6 | 2.4 Z 20.0 0.48 11.9 34.4 
Bahan 3 2 P Btlinden 80.7 796 Bihen: 2 Rtinden 86.29% 


zentuellen Mengen des hactedhhs dca’ Farbstoffes in den Kontroll- 
sowie Hauptversuchen immer mehr zu und am 7. Tage betrugen 
sie im Kontroll- und Hauptversuche 80,7 resp. 86,2%. 

An einem anderen Hunde stellte ich die gleich angeordneten 
Versuche an. In diesem Falle verabreichte ich Salvarsan in etwas 
geringerer Dosis als beim ersten Versuehe. Doch war die Leber 
sicher geschadigt, was man aus dem _ deutlich verspateten 
Erscheinen des Farbstoffes in der Galle ersehen konnte. 

Am ersten Tage nach der Salvarsaninjektion war die binnen 
2 Stunden ausgeschiedene Farbstoffmenge nur 58,7‘:, wahrend sie 
im Hauptversuche dureh die Wirkung der Leberdiathermie bis zu 
77,3% anstieg. Die Gallenmenge wurde dabei dureh die Diathermie 
nicht merklich vermehrt. Am 2. Tage wurde der Farbstoff im 
Kontrollversuche bis zn 61,4% vermehrt, und im Hauptversuche 
mit dem Eintritt der sehr schwachen Cholerese mit 74,3% aus- 
geschieden. An den folgenden Tagen erholte sich die Ausscheide- 
fahigkeit der Leber immer mehr und am 8 Tage wurde der Farb- 
stoff beim Kontrollversueche binnen 2 Stunden mit 74.9% aus- 
geschieden, wihrend er beim Hauptversuche mit dem Eintritt der 
sehr sehwachen Cholerese bis zu 87,2% zunahm. 

Wenn ich die Resultate meiner oben angefiihrten zwei 
Versuche zusammenfasse, so fallt deutlich aut, dass sie ganz gleich 
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TABELLE V. 
Hund 6 14kg 


Salvarsan 0.6 g u. 0.4% Kochsalzlésung 20 cem Intravenés inj. 


Kontrollversuch (Vormittag) Hauptversuch (Nachmittag) 
Der I. Tag 
a=19'5" a= 17°25” 
Farbstoff Farbstoff 
Galle a S pe as 2 wei Galle i Biker 
Nr | (15’) Konzent, |D80lute | ; (15) Konzent, |2280lute| : 
cem [Konsent, eek 30°% | 60°% | eem [me paren 30% | 60% 
14-342 1.0 
2 1.0 11 f 
0.5% A.S.2cem 0.5% A.S.2cem 
3 | 1.0 gai (3 1000mA30’ 
44° 1.8 10.6 1.4 | 80.0 | 1.12 | 11. 
5 1.2 13 | 111.1 1.44 
6 1.1 21.9 32.5 1.7 85.0 1.45 28.9 40.1 
7 1.3 2.2 74.1 1.63 
8 1.3 16.4 1.5 54.0 0.81 24.4 
9 1.3 1d 48.8 0.73 
10 | 12 98>] 262 |*-12")e454 0.55 | 128 | 37.2 
Binnen 2 Stunden 58.7% Binnen 2 Stunden 77.3% 
Der I. Tag 
a=17'50" a=15'10” 
1| 25 | 2.0 
2 2.7 2.1 
0.5% A.S.2ecm 0.5% A.S.2cem 
ee wise, | 2.3 | (—) 1000mA30’ 
4} 2.6 | 29.5 | 0.77 ast. PR ae EE 
5 2.4 50.6 1.21 2.4 15.2 
6 2.4 55.8 1.34 25.5 33.2 2.4 65.0 
7 | 24 | 44.5 1.07 24) 55.0 
8 2.2 34.0 0.75 18.2 1.9 43.5 
9 2.6 22.5 0.59 1.8 35.6 
10 2.5 


20.0 0.41 10.0 28,2 2.2 27.0 


Binnen 2 Stunden 61.4% 
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_ Der III. Tag 


a=16'35” a= 14’30” 
1] 15 | 18 | 
2 1.9 2.0 
0.5%A.8,2cem 0.5% A.S.2cem 
3] 17) (-) 2.0 6.0. | 0.12 | 1000mA30’ 
4 1.8 38.5 | 0.69 6.9 2.0 54.1 1.08 12.0 
5 1.9 66.5 1.26 1.7 81.4 1.38 
6 1.5 80.0 1.20 24.6 31.5 1.8 96.5 1,74 31.2 43.2 
7 1.6 68.0 1.09 1.9 63.5 1.25 
8 1.8 54.1 0.97 20.6 1.8 45.0 0.81 20.6 
9 1.8 40.0 0.72 1.5 40.2 0.60 : : 
10 2.0 32.3 0.65 13.7 34.3 2.0 32.5 0.65 12.5 33,1 
Binnen 2 Stunden 65.8% Binnen 2 Stunden 76.3% 
Der IV, Tag 
a=15’20” a= 1250” 
1 1.3 1.3 | 
2 1,4 1.2 
0.5% A.8.2cem : 0.5% A.8.2cem 
3 1.4 (—) 14 12.8 0.17 | 1000mA30’ 
4 1.8 40.0 0.72 7.2 1.6 55.5 0.89 10.6 
& 1.4 94.0 1.32 1.7 | 105.2 | 178 
6 1.5 95.7 1.44 27.6 34.8 2.2 90.0 1.98 37.7 48.3 
7 1.7 90.9 1.55 17 63.5 1.08 
8 2.0 83.2 1.66 32.1 1.6 54.0 0.87 19.5 
9 1.6 60.0 0.64 1.7 50.4 0.86 
10 1.5 42.0 0.63 13 33.4 1.8 38.8 0.70 15.6 35.1 
Binnen 2 Stunden 68.2% Binnen 2 Stunden 83.4% 
Der VIII. Tag ; 
ee 
n=9'30” a=9'10" 
1 1.2 1.3 
21 1.0 12 
0.5%A.S.2ccem 0.5%. A.8.2cem 
3 11 20.0 0.22 1.4 12.8 0.17 | 1000mA30’ 
4 14 80.0 1.22 14.4 1.6 55.5 0.89 10.6 
5 0.9 | 120.0 1.08 1.7 | 105.2 1.79 
6 1.4 | 132.0 1.85 | 29.3 43.7 2.2 90.0 1.98 | 37.7 48.3 
7 1.3 | 105.0 1.37 1.7 63.5 1.08 | 
8 0.8 83.5 0.68 20.4 1.6 54.0 0.87 19.5 
9} 1.0 | 60.0 | 0.60 1.7 | 504 | 0.86 
10 1.2 40.0 0.48 10.8 31.2 1.8 38.8 0.70 15.1 | 35.1 


Binnen 2 Stunden 74.9% Binnen 2 Stunden 83.4% 
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sind. Wird die Leber néimlich dureh Salvarsaninjektion geschadigt, 
so wird die Ausscheidefahigkeit derselben auf merkliche Weise 
beeintrachtigt, um sich nach einigen Tagen allmahlich zu erholen. 
Wendet man aber in diesem Zustande die Diathermie auf die Leber 
an, so wird die Ausscheidefaihigkert derselben ohne Ausnahme deut- 
lich geférdert und die ausgeschiedenen Mengen des Farbstoffes 
vermehren sich demzufolge auffallend. Hierbei ist die durch 
Diathermie hervorzurufende Cholerese zur vermehrten Aus- 
scheidung des Farbstoffes nicht tmmer notwendig. Auch wenn 
keine deutliche Cholerese durch Leberdiathermie eintritt, so wird 
dev Farbstoff doch immer in vermehrter Menge in die Galle aus- 
geschieden. 

Kurz zusammengefasst, die Leberdiathermie ist imstande, bei 
der pathologisch verdnderten Leber die Ausscheidung des kérper- 
fremden Farbstoffes in die Galle zu fordern, auch ohne deutliche 
Cholerese hervorzurufen. 


BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE. 


In den oben angefiihrten Versuchen, welche an Gallenblasen- 
fistelhunden ausgefiihrt wurden, wurde festgestellt, dass Azorubin 
S, wenn es in relativ geringer Dosis intravenés injiziert wurde, 
bei der physiologischen Leber binnen 2 Stunden ungefahr mit 90% 
in die Galle wieder ausgeschieden wurde. In diesem Punkte 
stimme ich limuro vollig bei. ; 

Es wurde weiter festgestellt, dass die Diathermie auf die 
physiologische Leber auf die Ausscheidefahigkeit desselben Organs 
nicht merklich férdernd einwirkt, auch wenn eine Cholerese zu 
Tage tritt. Die ausgeschiedenen Mengen sind die gleichen oder 
nur etwas grisser als in den Kontrollversuchen. 

Bei der yathologischen Leber: ist das Verhalten ganz ver- 
schieden. Hierbei priifte ich zuerst die Diathermiewirkung an 
einem schwangeren Hunde. Die Ausscheidefahigkeit der Leber 
war, wie meine Versuche anzeigten, wahrend der Schwangerschaft 
merklich herabgesetzt, aber sie erholte sich nach der Geburt mit 
ziemlich grosser Geschwindigkeit, um sich am 5. Tage schon der 
Norm zu nahern. Bei einer soleh geschadigten Leber wirkte die 
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Leberdiathermie ohne Ausnahme aut die Ausscheidefahigkeit 
desselben Organs férdernd ein, ohne dass dabei die Leberdiathermie 
eine merkliche Cholerese hervorzurufen brauchte. Bei der salvar- 
sangeschadigten Leber war das Verhaltnis ganz gleich, Hier wurde 
die Ausscheidefahigkeit der Leber merklich beeintrichtigt, ohne 
dass die Gallensekretion selbst behindert wurde. Nach Salvarsan- 
injektion nahmen die binnen 2 Stunden ausgeschiedenen Mengen 
des Azorubin 8 von Tag zu Tag immer mehr zu. Wurde die Leber 
in solehen Zustinden stark genug diathermisiert, so kam der Farb- 
stoff in deutlich vermehrter Menge in die Galle heraus; mehr als 
bei den Kontrollversuchen. 

Wenn ich nun meine Resultate zusammen betrachte, so kann 
man wohl den Schluss ziehen, dass die Leberdiathermie bei der 
physiologischen Leber auf die Ausscheidefihigkert desselben 
Organes nicht deutlich oder héchstens nur in geringem Masse 
fordernd einwirkt, und dass die Ausscheidefunktion der Leber, 
wenn sie auf natiirliche Weise wie bet der Schwangerschaft oder 
auf kiinstliche Weise wie durch Lebergifte beeintrachtigt wird, 
durch die Leberdiathermie in auffallender Weise geférdert wird. 
Die Wirkung der Diathermie fallt deswegen nur bei der pathologi- 
schen Leber deutlich aus. 

Vergleiche ich nun diese Befunde mit denen, die Timuro mit 
zahlreichen choleretischen Mitteln gewonnen hat, so ist die Leber- , 
diathermie zu der von ihm angegebenen zweiten Gruppe der 
Choleretika zuzurechnen. Wie eingangs erwahnt, wirken namlich 
die Choleretika der zweiten Gruppe wenigstens hemmend auf die 
Ausscheidefunktion der gesunden Leber, und deutlich fordernd 
bei der pathologischen Leber ein; die Choleretika der ersten Gruppe 
hemmen dagegen bei der gesunden Leber mit dem Eintritt der 
Cholerese die Ausscheidung des Farbstoffes, aber férdern sie bei 
der pathologischen in deutlicher Weise. So ist die Leberdiathermie 
in ihrer Wirkung auf die Ausscheidefunktion der Leber gleich zu 
setzen mit Euphyllin, Coffein, Theocin und Salyrgan. Dieser 
Befund ist nicht so verwunderlich; denn, da die Wirkung der 
Leberdiathermie zur Zeit hauptsachlich der vermehrten Durch- 
blutung desselben Organs zuzuschreiben ist, kann die Wirkungs- 
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weise der Leberdiathermie als sehr ahnlich mit der des Euphyllins, 
Coffeins, Theocins und Salyrgans betrachtet werden. 

Zum Schlusse fasse ich meine gewonnenen Resultate der ersten 
und zweiten Mitteilung zusammen. Die Leberdiathermie wirkt auf 
die gesunde Leber deutlich choleretisch ein, wahrend die Gallen- 
sekretion der pathologischen Leber dadurch nicht auffallend 
zunimmt. Sie bewirkt jedoch bei gesunder Leber keine vermehrte 
Ausscheidung des kérperfremden Farbstoffes durch Galle, wahrend 
sie bei pathologischer Leber auf die Ausscheidefunktion desselben 
Organs sehr deutlich fordernd einwirkt. Aus diesen Befunden 
mochte ich den Schluss ziehen, dass die Leberdiathermie am 
Krankenbette sehr wohl brauchbar ist. Sie bewirkt zwar keine 
deutliche Cholerese bei der pathologischen Leber; aber sie wirkt 
doch stark fordernd auf die Ausscheidefunktion derselben ein. 
Noch ein Punkt scheint hierbei von grosser Bedeutung zu sein, 
naémlich, dass die Leberdiathermie keine giftigen Wirkungen auf 
die pathologische Leber zu entfalten imstande ist, wie es bei den 
tibrigen Choleretika manchmal der Fall ist. Dieser Schluss wiirde 
noch erhartet werden, wenn die Wirkungen derselben auf die 
tibrigen Leberfunktionen noch weiter gepriift wiirden. 


ScHLUSS. 


1. Die Leberdiathermie wirkt auf die Ausscheidefahigkeit der 
gesunden Leber bei Gallenblasenfistelhunden nieht hemmend ein, 
auch wenn sie eine gesteigerte Gallensekretion hervorruft. Der 
intravenés verabreichte hepatotrope Farbstoff wird dabei in 
gleicher Menge oder héchstens in etwas grisserer der als in den 
Kontrollversuchen ausgeschieden. 

2. In der Schwangerschaft wird die Ausscheidefunktion der 
Leber auffallend beeintrachtigt, um sich im Wochenbette zu erholen. 
Hierbei wirkt die Leberdiathermie (eutlich férdernd auf die Aus- 
scheidung des Farbstoffes ein, ohne dass eine deutliche Cholerese 
dadurech einzutreten braucht. 

3. Bei Salvarsaninjektion wird der Farbstoff in vermindertem 
Masse in die Galle ausgeschieden. Die Leberdiathermie ruft hierbei 
ohne Ausnahme eine vermehrte Ausscheidung des Farbstoffes 
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hervor. 

4. Die Leberdiathermie wirkt also nur bei geschadigter Leber 
auf die Ausscheidefihigkeit fordernd ein. Sie gehért deswegen 
nach der Einteilung von Iimuro der zweiten Gruppe der Chole- 
retika an. 

Zum Schlusse spreche ich meinem hochverehrten Lehrer, 
Herrn Prof. Dr. S. Nakagawa fiir seine standige Leitung wahrend 
dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank aus. 
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CHEMISCHE VERANDERUNG DER BAUCHSPEICHEL- 
DRUSE INFOLGE DER UNTERBINDUNG 
DES AUSFUHRUNGSGANGES. 


Von 


SHIGERU TSUNOO. 


(dus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultat 
zu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


Wenn ein Organ morphologisch und physiologisch heterogen 
ist, so miissen sein histologisches Bild und seine chemische Kon- 
stitution, je nach der Verdnderung der physiologischen Wirkung 
des Organs, nicht stets dieselben sein, sondern Veranderungen 
erfahren. Die chemische Zusammensetzung eines bestimmten 
Organs muss sich in einigem Parallelismus .zu den histologischen 
Verschiedenheiten befinden. Bekanntlich besitzt das Pankreas 
einerseits eine exkretorische und andererseits eine inkretorische 
Funktion. Dureh Unterbindung der Ausfiihrungsginge der 
Pankreasdriise hat man erreicht, dass die sezernierenden Zellen mit 
der Zeit zugrunde gingen, wahrend die von Langerhans entdeckten 
Gewebsteile in Funktion bleiben. é 

Uber die Folgen der Ausschaltung der dusseren Pankreas- 
funktion wurden bereits mehrfache Untersuchungen hauptsachlich 
zu dem Zwecke ausgefiihrt, den Einfluss der dusseren Sekretion auf 
die Nahrstoffresorption, daneben aber auch die Folgen dieser Ein- 
griffe fiir den histologischen Bau des Pankreas zu ermitteln. Man 
kann dabei mit Recht erwarten, dass die chemische Zusammen- 
setzung der Pankreasdriise vor und nach der Operation nicht 
dieselbe ist. 

In der Hoffnung, dass man auf diese Weise durch Unter- 
bindung der Ausfiihrungsgange des Pankreas vielleicht dahin 
gelangen kénne, die Muttersubstanzen bzw. die chemische Konstitu- 
tion des Insulins und der Pankreasfermente etwas weiter auf- 
zuklaren, habe ich auf Veranlassung von Prof. Tomita die Unter 
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suchung der chemischen Zusammensetzung der Pankreasdriise vor 
und nach der Operation unternommen, deren Ergebnisse im 
Folgenden mitgeteilt werden. 


EXXPERIMENTELLES. 


Als Versuchstiere verwendete ich ausschliesslich Hunde, denen 
der Pankreasgang unter Morphinnarkose so vollstandig wie méglich 
unterbunden worden war. Die Tiere wurden nach einer bestimmten 
Zeitdauer getitet. Man hat einerseits die Bauchspeicheldriise nach 
dem Trocknen auf Fett- und Proteinstoffe hin bearbeitet, und 
andererseits die Blutbefunde untersucht. 


I. UNTERSUCHUNG DER PANKREASGEWEBE. 


Die vom Blut, Fett- und Bindegewebe befreite Driise wurde 
sofort gewogen, die Gewebe in 2 Teile, némlich in makroskopisch 
stark veriinderte und scheinbar normale Gewebe geteilt, und die 
zerkleinerten Gewebsmassen bei 37—40° mittels eines starken Luft- 
stroms getrocknet, weleher das auf einem Porzellanteller in diinner 
Schicht liegende Material beblies. Das so bereitete Material wurde 
dann im Exsiceator bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Diese 
Trockensubstanz hat man einerseits auf Fettstoffe und andererseits 
auf Proteinstoffe verarbeitet. 

Der Wassergehalt der Pankreasgewebe ist kurz in Tab. I 
zusammengestellt. : 

Nach den Ergebnissen handelt es eich un eine geringe Zunahme 
des Wassergehaltes der Pankreasgewebe infolge der Unterbindung 
des Ausfiihrungsganges. 


A. Fettstoffe. 


Das getrocknete Material wurde mit Ather und Alkohol extra- 
hiert. Die aither-alkoholischen Fraktionen wurden als Fettsubstanz 
behandelt, und aus den ungelosten Teilen die Proteinstoffe analy- 
siert. Die Fraktionierung geschah in der folgenden Weise (s. 402) : 
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TABELLE I. 
Wassergehalt (%) der 
Zeitdauer ae pie Sees 
Versuetatieres| Gesehleent | Gach der |matraskepiteh | eheinbar 
(Tage) | yerdinderten | Gewebsteile 

19 3 3 69,01 71,51 
il 3 5 50,56 73,11 

22 é 6 71,05 cam 

8 3 7 71,79 Gard 

36 9 8 73,60 = 
32 3 9 73,20 73,30 
33 3 9 72,50 70,40 
35 3 9 77,00 73,20 
34 3 11 76,60 75,00 

40 3 11 75,40 = 

30 9 13 74,89 — 
23 fo) 18 71,43 71,18 
21 9 19 73,08 74,13 
20 8 28 76,81 74,44 

39 9 38 69,50 83,70 
2 9 62 68,50 70,60 
24 3 63 72,20 73,40 
5 re) 64 66,70 71,90 

15 9 64 70,09 a 

13 3 71 — 71,76 

6 6 77 76,30 68,50 

: 18 re) 89 71,00 69,50 
14 ro) 56 —= 70,10 

Kontroll- 
versuche 
Mittelwert 0 69,58 


von 16 Versu- 
chen 
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frische Pankreasdriise 
(Trocknen) 
-Wassergehalt trockene Pankreasdrise 
(Alkohol) 
Alkoholextrakt ungeloste Substanz 
(Ather) ini a 
Alkohol 1. 1. Alkohol 1. 1. Atherextrakt ungeléste Substanz 
. “s eo] 
Ather 1.-1. Ather w. (Alkohol) (e) 
(a) (b) | 
Ather 1.1. Ather 1.1. 
Alkohol 1. Alkohol w. 1. 
(e) (d) 


Die Zeitdauer nach der Operation, die Menge der verwendeten 
Pankreasdriise, die Léslichkeit der einzelnen Fraktionen der ather- 
alkoholléslichen Anteile und ihre Menge wurden kurz in Tab. II 


zusammengestellt : 
TABELLE II. 
Menge der | Gesamt- Fraktion % 
» @ | Verwend, menge 
Gewebsanteil Bese Pankreas- ie 
des 3 | driise als ett- 
Pankreas = A ® | Trocken- stoffe (a) (b) . © (a) 
Se) &lnbetane te Alk. 11. | Alk. 1.1.) Ath. 1.1.] Ath. 1.1. 
() ‘| (g) | % [Ath LL |Ath.w.l] Alk.1 [Alk.w. 
makros- 
kopisch bis zu 
A: stark ver- 
anderte 1 101,7 {19,20] 18,9} 10,3 2.2 4,6 1,8 
Gewebs- 
teile Monat 
scheinbar 
Bi normale 
Gewebs- S 50,7 | 6,80| 13,6] 6,8 2,2 3,8 0,8 


teile 


] 


Die Unterbindung d. Ausfiihrungsganges d. Bauchspeicheldriise. 403 


makros- 
kopisch 
As stark ver- 
anderte 
Gewebs- 
teile 


13,2 | 2,20] 16,7} 115 0,7 


scheinbar 
Bz normale 


Gewebs- 0,3 


Kontrolle 
(normales 
Pankreas) 


50,0 5,30] 10,6 4,3 5,7 1,0 


Es fallt auf, dass in den makroskopisch stark veranderten 
Pankreasgeweben der operierten Tiere doppelt so viel Fettstoffe als 
a-Fraktion vorhanden sind als in normalen Pankreas. 


B. Proteinstoffe. 


Die in Alkohol und Ather unlésliche Substanz (e-Fraktion) 
wurde jedesmal mit Schwefelséure hydrolysiert und das Hydroly- 
sat auf Gesamtstickstoff, Aminostickstoff und Hexonbasen bzw. 
Purin-N verarbeitet. Bei der Untersuchung der Hexonbasen 
wurde das Hydrolysat zunachst mit Phosphorwolframsiurelésung 
gefallt, der Niederschlag mit Baryt zerlegt und weiter nach dem 
Silber-Baryt-Verfahren in Arginin, Histidin und Lysin geteilt. 
Dabei zeigt sich folgendes Resultat (vgl. Tab. IIT.) : 


TABELLE III. 


Q 
AS =| ead 
Gewebsteil] 3 & Bis £5 Zi 
des Sae| soy S| As 
Pankreas | $21'F ao es 
NAO} Sao 3 
Aa bis zu 
makros- 
kopisch 
stark ver- 1 23,00 13,24 2,09 
anderte 
Gewebs- 
teile 
Bi 
scheinbar t 
normale 30,00 12,17 2,13 
Gewebs- 


teile 
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1,03 | 3,27 


scheinbar 
normale 
Gewebs- 
teile 


Kontrolle 
(normales |. 
Pankreas) 


Das Filtrat von Phosphorwolframsdurefallung wurde auf 
bekannte Weise mit Baryt zerlegt, der Barytiiberschuss durch 
Kohlensaure beseitigt und die Fliissigkeit bis zur Krystallisation 
eingedampft. Durch fraktionierte Krystallisation wurden das 
Tyrosin und Leucin isoliert. Man hat das von Tyrosin und Leucin 
befreite Filtrat auf ein bestimmtes Volumen eingeengt, in einen 
geeichten Kolben gebracht und mit Wasser bis zur Marke auf- 
gefullt. In dieser Lésung wurde dtr Stickstoff nach Kjeldahl 
und van Slyke ermittelt. Jener wurde als Restickstoff von 
durch Phosphorwolframsdure nicht fallbarer Natur bezeichnet, und 
dieser als Reststickstoff von durch Phosphorwolframsaure nicht 
fallbarer und nach van Slykescher Methode bestimmbarer Natur 
benannt. ; 

Die Resultate der Bestimmung werden in Tab. IV. angegeben: 

Stellt man die Resultate in Tab. III-IV. einander gegeniiber, 
so findet sich in den durch Gangunterbindung nach iiber 1 Monat 
makroskopisch stark verdnderten Pankreasgeweben eine Abnahme 
des Lysins und der Monoaminosduren. Im Gegenteil ist der Gehalt 
derselben Gewebe an Arginin und Histidin grésser als der des 
normalen Pankreas. Merkwiirdigerweise erfahrt das Lysin in den 
Pankreasgeweben der operierten Tiere schon nach kiirzerem Ver- 
lauf eine deutliche Abnahme. Der hohere Arginin- und Histidin- 
gehalt der durch Gangunterbindung makroskopisch sehr veriinder- 
ten Pankreasgewebe deutet darauf hin, dass die Langerhansschen 
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TABELLE LV. 


© doh Rest-N von 
| 858/388 SES] durch PWS. 
Gewebsteil a ire} 2 3 os Bo} Tyrosin Leucin 7, Ay =| 5 nicht fallbar. 
des Sool eae ‘0 lo oats | u.n. van Slyke 
Pankreas a) 3 By © Fy nS Bay, bestimmbar. 
“e bad a= = Natur % 
Ay 
makrosko- | bis zu 
pisch stark 1 6.43 
veranderte c 
Gewebsteile| Monat 
Bi 
scheinbar 
normale % 6,21 
Gewebsteile 
As 
makrosko- liber 
pisch stark 1 4.00 
veranderte 4 
Gewebsteile| Monat 
Ba 
scheinbar 
normale $ 5,20 
Gewebsteile 
Kontrolle 
(Normal- 0 6,37 
Pankreas) 


Inseln am Arginin- und Histidinstoffwechsel in héheren Masse 
beteiligt sind als das Parenchym. Dass der Lysin- und Mono- 
aminosauregehalt des Pankreas bei der Gangunterbindung, wo die 
sezernierenden Zellen mit der Zeit zugrunde gingen, so klein ist, 
erklart sich wohl daraus, dass die Pankreasfermente, die im 
Parenchym gebildet werden, wenigstens zum Teil dem Lysin und 
den Monoaminosiiuren des Driiseneiweisses ihre Bildung verdanken. 


II. Dre BLUTBEFUNDE NACH DER UNTERBINDUNG DES 
PANKREASGANGES. 


Es ist eine bekannte Tatsache, dass, wenn einem gesunden Tier 
Insulin subeutan gegeben wird, der Blutzucker in den niachsten 
Stunden absinkt, und dass der Grad der Glykamiewirkung bei 
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eleichen: Versuchsbedingungen individuellen Schwankungen unter- 
worfen ist. Uber den Blutzuckerspiegel nach Gangunterbindung 
des Pankreas schloss Mansfeld (1924) aus seiner Funktions- 
priifung bei Hunden darauf, dass eine partielle Unterbindung 
der Bauchspeicheldriise in der Tat zu einem Zustand fiihrt, in 
welchem die Tiere bei vélligem Wohlbefinden und glanzendem 
Ernahrungszustand sich so verhalten, als wenn ihr Organismus 
mehr Insulin zur Verfiigung hitte als in der Norm. Der Blut- 
zucker bei Hunden wird nach Alpern und Leites (1925) durch 
Durchschneidung des Pankreasganges zweifellos beeinflusst, indem 
sich zunachst Schwankungen nach hypo- und hyperglykamischer 
Seite ergaben, die erst nach zwei Monaten in ganz stabile Hypo- 
elykamie iibergingen. 

In Fortsetzung dieser Arbeiten iiber den Blutzuckerspiegel 
nach der Ausschaltung der dusseren Pankreasfunktion habe ich 
mich mit der Frage beschaftigt, wie das Reduktionsvermégen, die 
optische Drehung und der Stickstoffgehalt des Blutes sich dabei 
verhalten. 

Das defibrinierte Blut von 24 Stunden lang hungernden 
Hunden wurde mit dem 7 fachen Yolumen Wasser verdiinnt und 
mit je einem Volumen 10% Natriumwolframat und 2/3-N-Schwefel- 
siure enteiweisst. Das enteiweisste Filtrat wurde im Vakuum bei 
30-40° bis zur Trockenheit verdampft und mit 85% Alkohol auf- 
genommen. Der Alkoholextrakt wurde wieder bis zur Trockenheit 
verdampft und der Riickstand in Wasser gelist. Mit dieser 
Fliissigkeit wurde der Kupferreduktionswert nach Bertrand und 
der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl und van Slyke ermittelt. 


Die Resultate sind in Tab. V. ausgefiihrt. 


Aus den Daten dieser Tabelle ist zu ersehen, dass die Unter- 
bindung des Pankreasganges erst nach 18 Tagen einen Zucker- 
schwund verursacht. Man sieht dabei ganz regelmassig eine Links- 
drehung und eine Vermehrung des Stickstoffgehaltes des ent- 
eiweissten Blutextraktes, was uns ungezwungen das Erscheinen 
einer lavogyren Verbindung im Blut vermuten liasst. Es muss 
aber dahingestellt bleiben, ob es sich um eine linksdrehende Amino- 
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sdure oder um einen linksdrehenden Koérper des wirksamen Driisen- 
bestandteils handelt. 


TABELLE V. 


| 
i! 
i 
| 
} 


Menge | Menge 


oe et @ act N-_ | Amino- 
“Nr des | 3 [nach |wendet | geengt [Drebun-[s 2 25) ehalt | N nach 
cae © |QOperat.| defibr. | Blut- lgswinkeljs +P ML. 

chstiers a Tages |. Biztes loxtralcts S58 §|Kjeldahl) Slyke 
O pate ee Pa = | mg/dl | mg/dl 

22 3 6 250 50 0 Spur 107,0 11,2 

38 9 7 200 50 +0,12° 84,0 6,6 4,3 

36 9 8 300 50 +0,19 68,0 18,3 4,8 

32 fo) 9 450 50 + 0,34 75,7 1953 5,9 

33 ro) 9 950 50 +0,43 114,4 24,3 4,7 

30 ? 13 350 50 +0,23 58,9 23,6 6,9 

93 3) 18 700 50 —1,00 Spur 28,4 5,9 

21 g 19 400 50 —0,08 17,7 62,0 715 

2 g 62 400 50 —0,19 | Spur 33,0 6,7 

5 & 64 675 50 —1,05 | Spur 48,6 9.3 

15 9 64 450 50 +0,33 67,1 17,4 4,8 

13 9 71 400 | 50 | +020] 58,0 | 22,8 6,0 

6 ay 77 400 50 —0,18 12,5 28,0 6,5 

18 re) 89 300 50 +0,25 62,1 14,1 3,0 

Kontroll- 
versuche 
a 3 0 300 50 + 0,25 67,2 21,0 4,3 
b 3 0 300 50 +0,20 dak Wes 4,7 
LITERATUR. 


Alpern u, Leites (1925): Klin. Wochenschr. S. 155]. 
Mansfeld (1924): Klin. Wochenschr. 8. 2378. 
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UBER DAS VERHALTEN DES ATHYNALS IM 
TIERISCHEN UND MENSCHLICHEN 
ORGANISMUS. 


Von 


SHIGERU TSUNOO. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultat 
zu Nagasaki. Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


Das in den Organismus eingefiihrte Molekiil des Elbons, 
welches ein von mehreren Autoren als Antipyreticum und Anti- 
septicum bei tuberkuléser Erkrankung angepriesenes Medikament 
ist und von der Fabrik als Zinnamoyl-paraoxyphenyl-Harnstoft 
bezeichnet wurde, wird nach W. Minnich (1911) unter Wasser- 
aufnahme in Zimtséure und Paraoxyphenylharnsioff gespalten, von 
denen die erstere weiter zu Benzoesdure oxydiert und teils als 
solehe, teils mit Glykokoll gepaart ausgeschieden wird. Das 
Sehicksal des Paraoxyphenylharnstoffes hat K. Morinaka (1923) 
in seinem Versuche an Kaninchen klargelegt. Er hat im Urin des 
Versuchstieres eine bedeutende Vermehrung der Atherschwefel- - 
sdureausscheidung und zugleich die konstante Existenz einer links- 
drehenden Substanz konstatiert. Diese linksdrehende Substanz im 
Urin weist darauf hin, dass ein Teil des Elbons beim Kaninchen 
in Form einer gepaarten Glukuronsdure ausgeschieden wird. 

Das strukturell dem Elbon sehr adhnliche Athynal wurde in 
letzter Zeit als Ersatzmittel des Elbons dargestellt und die Fabrik 
bezeichnet dasselbe als Furyl-acry]-paraoxyphenyl-Harnstoff. Die 
Umwandlungen, welche das Athynal im Kaninchenorganismus 
erleidet, hat J. Karashima vor einigen Jahren studiert und es 
gelang ihm, aus dem Urin des Versuchtieres eine der gepaarten 
Glukuronsiure des Paraoxyphenylharnstoffes identisch annehmbare 
Verbindung zu isolieren. In Fortsetzung seiner Experimente habe 
ich weitere Untersuchungen aufgenommen, um das Schicksal des 
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Athynals im Organismus des Hundes, des Kaninchens und womég- 
lich auch des Menschen klarzulegen. 


Experimentelle Belege. 


A. User pas VerRHALTEN pes ATHYNALS IM OrGANISMUS 
DES HUNDES. 


Das Athynal wurde in taglichen Dosen von 10 g einem mittel- 
grossen Hund mit Reis und Rindfleisch gemischt eingegeben. Im 
ganzen erhielt der Hund zusammen 83 g Athynal. 


1. Darstellung der Furfuracrylursaure. 


Der Harn des Versuchstieres, der immer sauer reagiert, wurde 
bei niedriger Temperatur zu Sirup abgedampft. Der Sirup wurde 
mit 94% Alkohol erschépfend extrahiert. Der in Alkohol un- 
losliche Niederschlag wurde zur Isolierung der gepaarten Glukuron- 
siure benutzt. Man hat den Alkoholextrakt abgedampft und 
den Riickstand in Wasser aufgenommen, mit Phosphorsdiure 
angesduert und im Hisschrank aufbewahrt. Die ausgeschiedenen 
Krystalle wurden abgesaugt und mit Ather vorsichtig aus- 
gewaschen. Im ganzen konnte ich aus dem Harn 15,2 g Krystall- 
masse erhalten. Aus heissem Wasser unter Zusatz von Tierkohle 
umkrystallisiert, schmilzt die in schdnen, feinen Nadeln erhaltene 
Substanz bei 218°C (unkorr.). Beim Erwarmen der Substanz mit 
konzentrierter Salzsiure trat intensive Griinfarbung ein. 

Auf Grund der Analyse und des Schmelzpunktes wird die 
Substanz als mit Furfuracrylursiure identisch angenommen. 

0,0493 g Subst.: 0,1000 g COz und 0,0210 g H:O 
0,1160 g Subst.: 5,9 eem. N/10 H.SO, 
0,1045 g Subst.: 5,4ceem N/10 H.SO, 
CyHyNO, Ber. C 55,36% H 4,65% N 7,18% 
Gef. C 55,31% H 4,76% N 7,12% 
N 7,24% 

Hierauf machte ich einen Spaltungsversuch der Furfuracrylur- 
sdure, indem ich 2,0g der reinen Substanz 8 Stunden mit 100 ecm 
heissgesattigter Barytlosung zum Sieden im Oelbade riickfliessend 
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erhitzte; der iiberschiissige Baryt wurde durch Kohlensaure ent- 
fernt, der gebundene Baryt durch Sechwefelsdure genau ausgefallt 
und das eingeengte Filtrat mit Schwefelsdure bis zu einem Gehalt 
von 5% versetzt und im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. 
Nach dem Abdampfen des Athers erhalt man eine Substanz in einer 
Menge von 1,5g. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus heissem 
Wasser unter Zusatz von Tierkohle schmolz die Verbindung bei 
140°C (unkorr.) und zeigte bei der Mischprobe mit der synthetisch 
dargestellten Furfuracrylsiure keine Schmelzpunktdepression. 
Aus den folgenden Analysenwerten kann die Substanz auch mit 
Furfuracrylsiure identisch angenommen werden. 
0,0492 g Subst.: 0,1090 g COs und 0,0173 g H.O 
C;H,O3 Ber. C 60,84% H 4,37% 
Gef. C 60,41% H 3,93% 


Die schwefelsaure wissrige Losung wird mit Baryt von 
Schwefelsiure quantitativ befreit und das Filtrat bis zur Trocken- 
heit verdampft. Der Riickstand wird mit absolutem Alkohol 
gewaschen und dann aus Wasser umkrystallisiert (0.27 g). Dass es 
sich um Glykokoll handelte, wurde durch eine N-Bestimmung 
bestatigt. 

0,1184 g Subst.: 16,5em N/10 H2SO, 
CoH;sNO2 Ber. N 19,71% 
Gef. N 19,51% 


2. Darstellung der Furfuracrylséure. 


Das von der Furfuracrylursaure befreite Filtrat wurde weiter 
mit Ather extrahiert. Dieser Atherauszug im Hisschrank lange 
Zeit aufbewahrt. Aus diesem Atherauszug konnte ich braunliche 
Nadelkrystalle erhalten, die zur Trennung vom beigemengten Sirup 
auf Ton ausgestrischen wurden. Ihre Menge betrug 0,3g. Die 
Krystalle wurden zunachst aus Essigather, dann aus heissem 
Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert, es schieden 
sich lange, farblose und spréde Nadeln aus, die in Wasser schwer 
und in Essigither leicht loslich sind und bei 1388-140°C sechmolzen. 
Auf Grund einer Analyse und des Schmelzpunktes ist die Substanz 
als Furfuraerylsiure angenommen. 
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0,0484 g¢ Subst.: 0,1085 g CO. und 0,0188 g H,O 
C7H,O3 Ber. C 60,84% H 4,37% 
-~ Gef. C 61,18% H 4,34% 


3. Darstellung der gepaariten Glukuronsdure des 
Paraoxyphenylharnstoffes. 


Der eingedampfte Harn wurde mit 94% Alkohol extrahiert. 
Der in 94% Alkohol unlésliche Niederschlag wurde mit heissem 
Wasser aufgenommen und filtriert. Das Filtrat wurde mit 
neutralem Bleiacetat gefillt, filtriert und dann mit basischem 
Bleiacetat versetzt. Den mit Wasser 3mal gut ausgewaschenen 
Bleiniederschlag zerlegte ich nach der Vorschrift von E. Fromm 
und P. Clemens (1903) mit Bariumsulfid. Das von Schwefelblei 
befreite Filtrat wurde unter vermindertem Druck bei 40°C ein- 
geengt. Aus dieser eingeengten Fliissigkeit wurde die Barium- 
verbindung des gesuchten Korpers durch Zusatz von absolutem 
Alkohol hergestellt, die Alkoholfallung wiederholt und das amorphe 
Bariumsalz abgesaugt. Die Ausbeute betrug 37,7 g. Ich stellte 
das Kaliumsatz durch Zerlegung des Bariumsalzes mit Kalium- 
sulfatl6sung dar. Aus der von Bariumsulfat abfiltrierten Fliissig- 
keit schieden sich nach langem Stehenlassen im Hisschrank wasser- 
helle Nadelkrystalle aus, die in Wasser sehr leicht léslich sind, in 
Alkohol und Ather dagegen nicht. Die Substanz schmilzt bei 
243°C (unkorr.) unter Zersetzung. Die wassrige Lésung reduziert 
Kupferoxyd in alkalischer Lésung nicht, wohl aber nach dem 
Kochen mit verdiinnter Mineralsiure. Sie gibt Phloroglucin- und 
Orcin-Salzséurereaktion der gepaarten Glukuronsaure. 

_ Zur Stickstoff- und Kaliumbestimmung diente das im Vakuum 
iiber Schwefelsdure bis zum _ konstanten Gewicht getrocknete 
Kaliumsalz. 

0,1008 g Subst.: 5,4cem N/10 HeSO, 
0,1744 g Subst.: 0,0430 g K,SO, 
KC13HisN20g Ber. N 7,65% K 10,68% 
Gef. N 7,50% K 11,07% 


Fiir die optische Bestimmung diente eine wissrige Liésung: 
0,3031 g Substanz, Gesamtgewicht der Losung 25,0692 ¢, spezif. 
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Gew. 1,006. Drehte im 2dm-Rohr bei 29°C und Natriumlicht 1,65° 
nach links, 
[a] = —67,83° 

Es ergibt sich daraus, dass das in den Hundeorganismus 
eingefiihrte Athynal unter Wasseraufnahme in Furfuracrylsdure 
und Paraoxyphenylharnstoff gespalten wird, die erstere teils als 
solche, teils mit Glykokoll gepaart und die letztere in Form einer 
vepaarten Glukuronsdure ausgeschieden wird. 


B. User pas VERHALTEN DES ATHYNALS IM 
KANINCHENORGANISMUS. 


Das Athynal wurde in einer Gesamtquantitit von 55g an 
Kaninchen innerlich verabreicht und zwar in taglich einmaliger 
Dosis von 5g. Der gewonnene Harn wurde, so frisch als moglich, 
mit Bleizucker gefallt, filtriert und mit Bleiessig versetzt. Die 
weitere Verarbeitung zur Darstellung der gepaarten Glukuronsdure 
geschah in derselben Weise, wie beim Hunde. 

Die Ausbeute des rohen Bariumsalzes betrug 19,8 g. Durch 
Zerlegung desselben mit Kaliumsulfatlésung erhielt man ein 
Kaliumsalz, das bei 231°C (unkorr.) unter Zersetzung schmolz. 
Die wissrige Lésung reduzierte Kupferoxyd in alkalischer Lésung 
nicht, wohl aber nach dem Kochen mit verdiinnter Mineralsdure. 
Sie gibt auch Phloroglucin- und Orcin-Salzsiurereaktion der 
gepaarten Glukuronsdure. 

0,1053 g¢ Subst.: 5,5 eem N/10 H2SO,4 
KCi3HisN20g Ber. N 7,65% 
Gef. N 7,31% 


Kiir die optische Bestimmung diente eine wassrige Loésung: 
0.27142 Substanz, Gesamtgewicht der Loésung 25,0652 g, spezif. 
Gew. 1,005. Drehte im 2dm-Rohr bei 23°C und Natriumlicht 1,29° 
nach Jinks. . 

[a]p” = —59,27° 

Nach dem Resultate der Untersuchung beim Kaninchen 
handelt es sich auch hier wiederum um eine Paarung des Para- 
oxyphenylharnstoffes mit Glukuronsdéure. Trotz sorgfaltigen 
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Suchens nach Furfuracrylséure und Furfuracrylursaure wurden 
solehe doch nicht rein isoliert. Ihrer zu kleinen Menge wegen 
konnten die beiden Verbindungen nicht analysiert werden. 


C. User pas Veruauren pes Aruynats 1 
MENSCHENORGANISMUS. 
t. Darstellung der Furfuracrylursdure. 

Den Fiitterungsversuch nahm ich an mir selbst vor. Im 
ganzen wurden 83¢ Athynal eingegeben. Der Harn, der immer 
sauer reagiert, wurde bei niedriger Temperatur zu dickem Sirup 
eingeengt. Der Sirup wurde mit 94% Alkohol erschépfend extra- 
hiert. Dieser Alkoholauszug wurde wieder zu Sirup eingeengt, in 
wenig Wasser aufgenommen, mit Phosphorsiure angesiuert und im 
Kisschrank aufbewahrt. Die bald auftretenden Krystalle wurden 
abgesaugt (5,2g), und das Filtrat mit Ather extrahiert. Nach 
dem Abdampfen des Athers sehieden sich noch 4,0 ¢ Krystallmasse 
aus, Die vereinigten Krystalle (9,2 ¢) wurden zweimal aus heissem 
Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert. Man erhielt 
dabei schéne, feine Nadelkrystalle, die bei 218-219°C schmolzen. 
Die Substanz ist in Wasser fusserst schwer léslich; in absolutem 
Alkohol lést sie sich sehwer, in verdiinntem jedoch leicht. Beim 
Erwarmen der Substanz mit konzentrierter Salzsdure trat intensive 
Griinfarbung ein. Dass es sich um Furfuracrylursaure handelte, 
wurde durch die Analyse bestiitigt. 9 

0,1024 g Subst.; 5,2cem N/10 HeSO, 
0,0485 g Subst.: 0,0986 ¢ COz und 0,0211 ¢ H.O 
CoHypNO, Ber. N 7,18% C 55,36% H 4,66% 
Gef. N 711% C 55,48% H 4.86% 


2. Darstellung der Pyromykursiure. 

Das von der Furfuracrylursdure befreite Filtrat wurde wieder 
mit Ather erschépfend extrahiert. Aus diesem Auszug schieden 
sich nach dem Abdampfen des Athers 3,6¢ Krystallmasse aus. 
Durch zweimaliges Umkrystallisieren aus heissem Wasser mit Tier- 
kohle erhielt ich schone, sehr sechwach rétliche Nadelkrystalle, die 
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in Wasser und Ather sehwer lislich sind und bei 165°C (unkorr.) 
schmelzen. Dass es sich um Pyromykursaure handelte, wurde 
dureh folgende Analyse und Spaltungsversuche zur Gewissheit. 
0,0924 ¢ Subst.: 5,5 cem N/10 H2SO, 
C7H;NO, Ber. N 8,29% 
Gef. N 833% 


Den Spaltungsversuch stellte ich mit 1,0 g Pyromykursaure an. 
Sie wurde mit 100 cem heissgesdttigter Barytlésung am Riickfluss- 
kiihler 8 Stunden gekocht, das Reaktionsgemisch mit verdiinnter 
Schwefelséure vom Baryt genau befreit. Das eingeengte Filtrat 
wurde mit Schwefelsiure bis zu einem Gehalt von 5% versetzt 
und im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Nach dem Ver- 
dampfen des Athers erhielt man eine analysereine Substanz in einer 
Menge von 0,3g. Sie schmolz bei 129°C und zeigte bei der 
Mischprobe mit der synthetisch dargestellten Brenzschleimsdure 
keine Schmelzpunktdepression. Zur Analyse wurde die Substanz 
bis zum konstanten Gewicht im Vakuum iiber Schwefelsdure 
getrocknet. 

0,0515 g Subst.: 0,1017 g COs und 0,0158 g H.O 
C;H,0O,; Ber. C 53,57% H 3,57% 
Gef. C 53,85% H 343% 

Die schwefelsaure wasserige Losung wurde mit Baryt von 
Schwefelséure quantitativ befreit und das Filtrat bis zur Troeken- 
heit verdampft. Der Rickstand wurde mit absolutem Alkohol 
gewaschen und aus Wasser umkrystallisiert (0,2¢). Auf Grund 
einer Analyse und des Schmelzpunktes wird die Substanz als 
Glykokoll erkannt. 

0,0948 g Subst.: 13,2 cem N/10 H2SO, 
CoH;NO. Ber, N 19,71% 
Gef. N 19,49% 

Um einen linksdrehenden Korper aus dem Mensehenharn 
darzustellen, wurde der eingeengte Harn mit 94% Alkohol extra- 
hiert und der in 94% Alkohol unldsliche Niederschlag wie beim 
Hundeharn behandelt. Optische aktive Bariumverbindung wurde 
nicht gefunden. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Das in den Hundeorganismus eingefiihrte Athynal wird 
zunichst unter Wasseraufnahme in Furfuracrylsdure und Paraoxy- 
phenylharnstoff gespalten, von denen die erstere teils als solche, 
teils mit Glykokoll gepaart und die letztere in Form einer gepaarten 
Glukuronsaure ausgeschieden wird. 

2. Im Kaninchenorganismus wird das verabreichte Athynal 
ebenso wie beim Hunde hydrolysiert. Die Fahigkeit, den Paraoxy- 
phenylharnstoff mit Glukuronséiure zu paaren, wird dabei beo- 
hachtet. Weder Furfuracrylséure noch deren Umwandlungs- 
produkte wurden rein isoliert. 

3. Im Menschenorganismus wird das Athynal in gleicher 
Weise wie beim Hunde und Kaninchen hydrolysiert gespalten. 
Die Furfuracrylsdure wurde teils sofort, teils nach weiterer Oxy- 
dation zu Brenzschleimsaéure, mit Glykokoll gepaart ausgeschieden. 
Glukuronsaurepaarung wird nicht beobachtet. 


LITERATUR. 
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UBER DAS VERHALTEN DES CYANOXYPROPYL- 
PHTHALIMIDS IM TIERORGANISMUS. 


Von 


TOMOWAKE KAWADA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultét 
zu Nagasaki. <Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


Die Rhodanwasserstoffsiure ist von Gscheidlen (1877) in 
geringer Menge im Harn des Menschen, von Pferden, Rindern, 
Hunden, Katzen und Kaninchen aufgefunden worden. Sie findet 
sich auch im Parotis- und Submaxillarisspeichel des Menchen und 
mancher Tiere. 

Uber den Bildungsort dieser Siure ist noch nichts Sicheres 
bekannt. Wir werden auch auf ihre Herkunft noch zuriickkommen. 
Es sind dartiber einige Beobachtungen bekannt geworden. Lang 
(1894) hat zunaebst gezeigt, dass verabreichte Cyanide (KCN und 
CH3CN) bis auf 12-17% im Kaninchenorganismus durch Um- 
wandlung in Rhodan entgiftet werden und als solehe in den Urin 
tibergehen. Kiirzlich haben Baumann, Sprinson und Metzgar 
(1933) mitgeteilt, dass an Kaninchen verabreichtes Methyl-, Benzyl]- 
und Kalinmcyanid zum egroéssten Teil in Rhodanid wmgewandelt 
und im Harn ausgeschieden werden. Diese Beobachtungen machen 
es wahrscheinlich, dass derartige Produkte das Ausgangsmaterial 
zur Bildung der Rhodanwasserstoffsiure darstellen. 

Im Anschluss an diese Untersuchungen habe ich mir aut 
Veranlassung von Herrn Prof. Tomita die Aufgabe gestellt, das 
Verhalten des Cyanoxypropylphthalimids im Kaninchenorganismus 
zu untersuchen, welches in seinem chemischen Gebahren mit den 
sclion untersuchten Cyanverbindungen eine Analogie darbietet. 
Da die Verbindung ein Kondendationsprodukt von Phthalsiure 
und Cyanoxypropylamin ist und die Phthalsiiurekomponente der- 
selben schwerer einer Zersetzung im Tierkérper anheimzufallen 
seheint als die freie Phthalsaure, so ist sie hier fiir eme <Auf- 
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klarung der noch strittigen Punkte des intermedidren Stoffwechsels 
der aromatischen Dicarbonsiuren im Tierorganismus sehr geeignet. 

Meine Untersuchungen haben ergeben, dass das Cyanoxy- 
propylphthalimid im Kaninchenorganismus zunachst in Phthal- 
sdure und Cyanoxypropylamin gespalten wird. Die erstere wird 
teils als solehe, teils durch Entearboxylierung zu Benzoeséiure und 
Paarwng mit Glykokoll als [Wippursiure im Harn ausgeschieden. 
Die letztere wird in Rhodanid umgewandelt, welches als solches 
oder vielleicht als Thio-aminopurin im Harn ausgeschieden wird. 
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EXPERIMENTELLE BELEGE. 


Das synthetisch dargestellte Cyanoxypropylphthalimid wurde 
in taglichen Dosen von 2g einem Kaninchen per os eingegeben. 
Im ganzen wurden 10¢ dieser Verbindung verabreicht. 

Darstellung der Hippersiure. 

Der gesammelte Harn des Versuchstieres wurde mit Schwefel- 
sdure angesduert und auf Wasserbad eingeengt, wobei ein weisser 
krystallinischer Koérper zur Ausscheidung kam. Nach Erkalten 
wurden die Krystalle abgesangt. Sie wurden aus heissem Wasser 


wokrystallisiert, es schieden sich lange Prismen aus (2.21 ¢), die 


bei 187° schmolzen. 
0,0478 g Subst.: 0,1057 g CO. und 0,0208 ¢ H.O, 
0,1508 g Subst.: 8,3 ecm n/10-H2SO,. 
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(sHeNO, Ber. C 60,31 H 5,06 N 7,82 
Gef, 60,30 4,78 7,70. 

Die Kristalle sind in Alkohol, Ather und Essigester leicht 
léslich, lésen sich jedoch in kaltem Wasser sehr schwer. Auf 
Grund der Analyse, des Schmelzpunktes und der Léslichkeit wird 
die Substanz als Hippursiure erkannt. 

Die von der Hippursiure abfiltrierte Losung wurde mit 
neutralem essigsauren Blei gefallt, nach Absetzen des Nieder- 
schlages von diesem abgegossen, durch Zusatz von basisch essig- 
saurem Blei von neuem ausgefallt. Der Niederschlag wurde als 
A und das Filtrat als B verarbeitet. 


Verarbertuny auf Rhodanid und Phthalsiure. 


Die Bleiessigniederschlage(A) wurden in Wasser suspendiert, 
mit Schwefelwasserstoff behandelt und das Filtrat vom Bleisulfid 
dureh Eindampfen unter vermindertem Druck yom Schwefel- 
wasserstoff befreit. Die klare Losung zeigte nach Zusatz von etwas 
Salzsiure und verdiinnter Eisenchloridlésung eine starke Rot- 
fiirbung, was bei dem Kontrollversuche nicht der Fall war. Man 
fallte das Rhodanid in der Lésung unter Zusatz von Salpetersaure 
mit Silbernitrat und das Filtrat von Rhodansilber wurde mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Das von dem Silbersulfid abfiltrierte 
Filtrat wurde stark eingeengt und in der Eiskammer stehen 
gelassen. Daraus schieden sich feine Krystallblattchen allmahlich 
aus. Dureh Umkrystallisation aus heissem Wasser erhielt ich schéne 
Krystalle von Blattchen- oder Prismenform in einer Menge von 
0,65 g, die bei 196° schmolzen. Die Analysenzahlen dieser Substanz 
stimmen mit denen der Phthalsaure gut iiberein. 

0,0499 g Subst.: 0,1051 g COs und 0,0163 g H:0. 


CsHs0. Ber. C 57,81 H 3,64 
Gef. 57,43 3,65, 


Darstellung der Verbindung C3;H7NsS2 oder C5H;N;SO2 


Das Filtrat(B) der Bleiessigfallung wurde mit Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, die von dem Bleisulfid abfiltrierte Fliissigkeit 
unter vermindertem Druck eingeengt und die von Schwefelwasser- 
stoff befreite Loésung unter Zusatz von Schwefelsdure mit Phos- 
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phorwolframsdurelésung gefallt. Das Filtrat von der Phosphor- 
wolframsdurefallung wurde mit Baryt behandelt, der Barytiiber- 
schuss durch Kohlensdure beseitigt, das Filtrat vom Barium- 
earbonat unter Zusatz von Tierkohle entfarbt und bis zur beginnen- 
den Krystallisation eingeengt. Nach tagelangem Stehenlassen im 
Kisschrank wurden die Krystalle abgesaugt und aus _ heissem 
Wasser umkrystallisiert, wobei 0,3724g Substanz in schonen 
Prismen erhalten wurden. Diese Substanz schmilzt scharf bei 
226°, lést sich in kaltem Wasser sehr schwer, in heissem leichter 
mit neutraler Reaktion. Ninhydrinreaktion ist negativ. Sie ist 
sulfatfrei. Wurde sie aber mit Sodasalpetermischung gegliiht und 
der in salpetersiurehaltigem Wasser geliste Riickstand mit Chlor- 
_ bariumlésung versetzt, so trat eine deutlich weisse Triibung ein. 
Genauere Schwefelbestimmung konnte ihrer zu kleinen Menge 
wegen nicht gemacht werden, doch wird vermutet, dass es sich 
entweder um ein Dithio-aminopurin oder um ein Thio-amino- 
oxypurin handelt. 


0,0489 g Subst.: 0,0540 g COs und 0,0153 g H.0. 
0,1224 g Subst.; 30,85 cem n/10-H2SQ,. 
CsHiNsSO2 oder CsH:NsS2 Ber. C 29,85 H 3,61 N 34,84 
Gef. 30,11 3,50 35,28. 


Isolierung des nicht abgespaltenen Cyanoxypropylphthalimids. 


Um die unabgespaltene Cyanverbindung aus dem Kaninchen- 
harn zu isolieren, wurde bei einem anderen Versuche die von der 
Hippursaure abfiltrierte Lésung eingeengt und mit Alkohol extra- 
hiert. Der alkoholische Auszug wurde nach Abdampfen in Wasser 
aufgenommen und unter Zusatz von Schwefelséure mit Essigester 
extrahiert. Nach Verdampfen des Essigathers erhalt man eine 
schéne krystallinische Substanz in einer Menge von 1,5¢. Aus 
heissem Wasser mit Tierkohle umkrystallisiert, schmilzt sie beil33° ; 
bei der Misechprobe mit Cyanoxypropylphthalimid zeigt sich keine 
Schmelzpunktsdepression. Die Analyse ergab auch einen Wert, 
der mit dem von Cyanoxypropylphthalimid gut iibereinstimmt. 


0,0508 g Subst.: 0,1173 g CO. und 0,0204 g H.0. 
CyeHwN20;, Ber. C 62,58 H 4,38 
Gef. 62,95 4,49 


Cyanoxypropylphthalimid im Tierorganismus. 421 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Das dem Kaninchen verabreichte Cyanoxy propyiphtbalmit 
wird zu 15 aus dem Harn wieder ausgeschieden, 

2. Der grésste Teil der gefiitterten Cyanverbindung wird im 
Kaninchenorganismus gespalten. Die abgespaltene Phthalséure 
wird zum Teil(11%) als soleche im Harn ausgeschieden. 

3. 2,2lg reine Hippursdéure wurden aus 5tégigem Harn 
eines Kaninchens, dem 10g Cyanverbindung verabreicht worden 
waren, isoliert. Die Annahme, dass die vom Cyanoxypropyl- 
phthalimid abgespaltene Phthalséure durch Entcarboxylierung zu 
Benzoesaure und Paarung mit Glykokoll als Hippursdure im Harn 
ausgeschieden wird, ist nach der Menge der isolierten Hippursdure 
zu urteilen, sehr wahrscheinlich, denn diese Saure wird bei Zugabe 
yon Cyanoxypropylphthalimid wenigstens in einer Menge von 0,4 g 
tiglich ausgeschieden, wahrend in normalem Kaninchenharn bei 
Fiitterung mit Mohrriiben, Griinklee oder Tofukara nach meiner 
Untersuchung, wie Meissner, Weiske u.a. angegeben haben, nur 
eine ganz geringe Menge von Hippursdure im Harn zur Ausschei- 
dung gelangte. 

4. Das im Kaninehenorganismus aus Cyanoxypropy!phthal- 
imid abgespaltene Cyanoxypropylamin wird in Rhodanid umge- 
wandelt, welches teils als solehes im Harn ausgeschieden wird. 

5. Aus dem Harn des Versuchstieres wurden 0,3724 ¢ einer 
nach den Analysen und den Higenschaften als Thio-aminopurin 
anzunehmenden Verbindung (C;H7N;S2 oder C;H;N;SOz2) isoliert, 
die aus Rhodan umgewandelt worden sein diirfte. 
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ZUR KENNTNIS DES PHOSPHORHARNS BEIM 
MENSCHEN. 


Von 


TOMOWAKE KAWADA vu. FUJITO YAMASAKI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultét 
zu Nagasaki. Ausgefihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 15. Dezember 1934) 


Die Phosphorvergiftung ist ein brauchbares Mittel, den Tier- 
organismus so zu schidigen und namentlich sein Oxydations- 
vermégen so herabsetzen, dass manche eigenartig veridnderte 
Bruchstiicke des Eiweisses der vcllkommenen Vernichtung entgehen 
und im Harn auftauchen. So ist der Harn von Tieren und 
Menschen bei Phosphorvergiftung vielfach Gegenstand eingehender 
Untersuchungen geworden. 

Nach den Untersuchungen yon Frankel (1878), Baumann 
(1882) und Wohlgemuth (1904) war man in der Kenntnis der 
ausgeschiedenen Substanzen so weit gekommen, dass im Harne 
phosphorvergifteter Menschen sich Tyrosin, Leucin, Glykokoll, 
Phenylalanin, Alanin und Arginin finden. 

Diese Befunde haben wir durch weitere Untersuchung des 
menschlichen Phosphorharns in anderer Richtung erweitert.. Zur 
Untersuchung gelangten 250 cem Harn, den 2 in selbstmérderischer 
Absicht mit einem P-haltigen Rattengift vergiftete Personen 
geliefert hatten. Der Harn wurde in 2 Teile geteilt. Ein Teil 
davon wurde auf y-Butyrobetain und ein anderer auf Amino- 
siuren verarbeitet. 


1. Isolierwng des y-Butyrobetains. 


Der Harn wurde eingeengt und so viel Schwefelsdure zugesetzt, 
dass die Flissigkeit 5% Schwefelsaure enthielt. Darauf wurde mit 
50%iger Phosphorwolframsiurelésung gefallt. Der Niederschlag 
wurde abgesaugt und mit 5%ciger Schwefelsdure gewaschen, dann 
nach bekannter Weise mit Baryt gespalten und das Filtrat auf dem 
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Wasserbade eingeengt. Die eingeengte Fliissigkeit wurde mit Salz- 
siure neutralisiert und zu Sirup eingedampft. Nummehr setzte 
ich dem Sirup Alkohol zu; hierbei fiel reichlicher Niederschlag aus. 
Es wurde abfiltriert, aus dem Filtrat der Alkohol verjagt und der 
Riickstand mit absolutem Alkohol extrahiert. Der alkoholische 
Auszug wurde mit Sublimatlésung gefallt. Die sechmierige Queck- 
silberchloridfallung wurde mit heissem Wasser unter Zusatz von 
Salzsiure gelést und durch Einleiten von Schwefelwasserstoff das 
Quecksilber entfernt. Das Filtrat von Quecksilbersulfid wurde zu 
Sirup eingedampft und dann mit absolutem Alkohol ausgezogen. 
Den Alkoholextrakt engte man bis zu dinmnem Sirup ein, fallte 
darauf mit 20{%iger alkoholischer Platinchloridlésung aus, filtrierte 
die Fallung ab und wusch sie mit absolutem Alkohol aus. Das 
Platinat schmilzt nach Umkrystallisieren bei 205° zu einer klaren, 
braunroten Fliissigkeit, d.h. etwas niedriger als das Platinchlorid- 
doppelsalz des y-Butyrobetains. Der Schmelzpunkt dieses Korpers 
ist aber verschieden angegeben. 


0,0509 g Subst. : 0,0148 g Pt. 
(C7Hi;NOoH) oPtCle Ber. Pt 27.86 Gef. 29.07. 


Aus dem <Analysenwert dieses K6rpers, sowie nach seinen 
Eigenschaften kann es sich, nicht unwahrseheinlich, um ein Buty- 
robetain handeln. 


2. Tsolierung von Aminosiuren. 


Der Harn wurde mit Bleiessig im Uberschuss versetzt, abfil- 
triert, das Filtrat durch Schwefelwasserstoff vom Blei befreit und 
der Schwetelwasserstoff durch vorsichtiges Erwairmen auf dem 
Wasserbad vertrieben. Das weitere Einengen der Fliissigkeit 
gechah im Vacuum bei 40° und wurde bis zu diimem Sirup fort- 
gesetzt. Dabei hatte sich Tyrosin abgeschieden. Dasselbe wurde 
scharf abgesaugt, aus Ammoniak wnkrystallisiert und dureh 
Krystallform und Millonsche Reaktion als solehes identifiziert. 
Zur weiteren Verarbeitung wurde der Sirup mit Wasser verdiinnt, 
unter Zusatz von Schwefelsiure mit konzentrierter Phosphor- 
wolframsiurelésung im Ubersehuss versetzt. Das Filtrat 1nd der 
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Niederschlag wurden voneinander getrennt und gesondert ver- 
arbeitet. Wegen des Mangels an Ausgangsmaterial konnten weitere 
Aminosduren nicht isoliert werden. Der Gesamtstickstoff im Phos- 
phorwolframsdureniederschlag, nach Kjeldahl bestimmt, betrug 
26,26mg. Im Filtrat wurde der Aminostickstoff nach van Slyke 
ermittelt. Hs enthielt 16,85 mg Aminostickstoff. 


LITERATUR. 
Baumann, E, (1882): Zs. f. physiol. Chem., 6, 192. 
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VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN DES HARNS 
VON VERSCHIEDENEN TIEREN UND 
VOM MENSCHEN. 


Von 


MAKOTO TAKAMATSU. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultat 
zu Nagasaki, Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 15. Dezember 1934) 


Von den. bei der physiologischen Verbrennung im Organismus 
entstehenden Verbrennungsprodukten werden die Kohlenséure und 
zum Teil auch das Wasser gasformig durch die Lungen ausgeschie- 
den, die tibrigen Verbrennungsprodukte aber besonders die aus dem 
Hiweisszerfall entstehenden Endprodukte, kommen hauptsachlich 
im Harn zur Ausscheidung. 

Die Kenntnis der Zusammensetzung des Harns ist also vou 
einer hervorragenden Bedeutung, indem diese Zusammensetzung 
mit Beriicksichtigung der Ernahrung ein Bild des Stoffwechsels 
darbietet und einen genauen Einblick in die Grésse des Eiweissum- 
satzes, mithin auch in den grodsseren oder veringeren Nutzungs- 
oder Nahrwert von Nahrungsstoffen gestattet. Das Ergebnis der 
Harnuntersuchung klart uns nicht allein iiber die Ernahrung des 
Organismus auf, sondern verschaff uns auch einen Einblick in 
die Arbeitstitigkeit der Nieren. Aus den Verschiedenheiten der 
physikalischen Higenschaften und der chemischen Zusammen- 
setzung des Harns bei verschiedenen Tierarten kénnen wir in 
gewissem Masse die Wege beurteilen, die zur Erzielung der ein- 
zelnen. fiir den Betrieb notwendigen Vorginge bei den verschie- 
denen Organismen eingesehlagen werden. 

Trotzdem sind vergleichende Harnuntersuchungen der ver- 
schiedenen Tierspecies nur in sparlichem Umfange ausgefiihrt 
worden. Besonders diirftig ist unser Einblick in die physikalischen 
und chemisehen Beschaffenheiten des Harns der niederen Tiere. 
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Hierzu einen Beitrag zu liefern, ist der Zweck der nachstehenden 
Untersuchung. 


[. Die PHYSIKALISCUEN EIGENSCHAFTEN DES HARNS BEIM 
MENSCHEN UND VERSCHIEDENEN TIEREN. 


Die Reaktion des Harns ist vor allem abhangig von der Be- 
schaffenheit der Nahrung. Ausserdem wird sie auch noch durch 
andere Faktoren beeinflusst. So wird die Aciditat des Harns 
durch die Magenverdauung, Sechweissabsonderung und Muskel- 
tatigkeit beeinflusst. 

Das spezifische Gewicht des Harns ist bedingt durch das Ver- 
haltnis der festen Harnbestandteile zu der ausgeschiedenen Wasser- 
menge und ist um so héher, je mehr feste Substanzen der Harn 
enthalt. Es ist daher die Dichte des Harns ein Mass fiir die 
Summe der festen Harnbestandteile. 

Der osmotische Druck, der eine Funktion des Molekiils ist, 
wird lediglich dureh die harnfahigen Stoffe beeinflusst. Der 
osmotische Druck des Harns wird aus der beobaechteten Gefrier- 
punktserniedrigung berechnet. 

Kin weiteres Verfahren, das uns Einblick in die physikalisch- 
chemische Zusammensetzung des Harns gestattet, ist die Messung 
der elektrischen Leitfahigkeit. Dieses Verfahren ermittelt zum 
iiberwiegenden Teil die anorganischen Salze, da gegen deren 
Ionisation die der organischen Salze nicht ings Gewicht fallt. 

Die Resultate der einzelnen physikalischen Eigenschaften des 
Harns vom Menschen und von verschiedenen Tieren bei meiner 
Untersuchung sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Im allgemeinen ist der Sauregrad beim Menschen und den 
anderen Fleischfressern hoher als bei den Pflanzenfressern. Das 
spezifische Gewicht des normalen menschlichen Urins betragt 1,018. 
Das der Carnivoren ist grésser als beim Menschenharn. Der 
osmotische Druck des Harns beim gesunden Menschen ist sehr 
wechselnd. Als Mittelwerte fiir Menschenharn bei gewohnlicher 
Diat sind zu betrachten J=1,29°. Beim Hundeharn wurde ein 
héher Werte von J gefunden, als die Angabe von Galeotti (1902). 
In guter Ubereinstimmung mit der Dreserschen Angabe (1892) 
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TABELLE I, 
® Spezifisches El ektrische 
Tierarten Pu Gawicht 4 sae eat 
A, Mensch 5,8-6,5 1,018 1,290 16,93 x 10-* 
B. Saugetiere 
1. Fleischfresser 
Hund 6,1 1,039 3,290 26,10 x 10-* 
Katze al 1,055 4,730 22,37 x 10-* 
2. Pflanzenfresser 
Pferd isl, 1,003 0,320 4,67 x 10-* 
Rind 11 1,004 1,340 4,14x10-° 
Elefant 7,2 1,009 0,340 2,96 x10-* 
Schwein 6,4 1,014 1,700 3,25 x 10-° 
Ziege 8,0 1,006 1,250 6,60 x 10-* 
Kaninchen 8,0 1,014 0,920 4,45x10-° 
Meerschweinchen 7,9 1,011 - |- 0,910 13,61 x 10-* 
C. Amphibien 
Frosch 7,1 1,001 . 0,070 0,94 10-* 
Krote ‘4 1,005 0,120 7,99 x 10-* 
D, Reptilien 
Schildkréte 6,7 1,003 0,300 8,61 *10-* 
i. Vogel 
Huhn 5,0 1,014 0,605 16,10*10 * 
Ente 6,8 1,006 0,500 1,06x10 * 


war die Gefrierpunktserniedrigung beim Katzenharn 4=4,7°. 
Nach Bugasky (1897) kann man aus der elektrischen Leitfahig- 
keit die Konzentration der anorganischen Stoffe und durch Beriick- 
sichtigung des Chlorgehalts die Konzentration der nicht zum Koch- 
salz gehdrigen Molen, endlich aus der Anzahl der gesamten und 
der der anorganischen Molekiile die Konzentration der organischen 
berechnen. Bei meinen Untersuchungen ist die Leitfahigkeit der 
Carnivoren auffallend gross, darauf folgt die des Menschen- und 
Hiihnerharns. 


Il. Dre cHEMISCHE ZUSAMMENSETZUNG. 
A. Anorganische Stoffe. 


Zur Bestimmung der festen Stoffe wurden die Fliissigkeiten 
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bei Wasserbadtemperatur bis zur vélligen Trockenheit abgedampft. 
Die getrockneten festen Stoffe wurden dann verascht. Auf 
bekannte Weise wurden die gegenseitigen Mengenverhaltnisse der 
wasserloslichen und wasserunléslichen Aschenbestandteile festge- 
stellt. 

Der Wasserauszug, worin die in Wasser léslichen Aschen- 
bestandteile enthalten waren, wurde auf dem Wasserbade eingeengt, 
sein Volumen durch Auffiillen in einem geeichten Messkolben 
bestimmt, ein aliquoter Teil davon fiir die Bestimmungen der 
einzelnen Stoffe entnommen und die dabei gefundenen Werte der 
Stoffe auf das Gesamtvolumen des Wasserauszugs ausgerechnet. 

Die in Wasser nicht léslichen Aschenbestandteile léste ich in 
verdiinnter Salzsdure, verdiinnte mit Wasser auf ein bestimmtes 
Volumen und verwendete einen aliquoten Teil zu Bestimmungen 
der alkalischen Erden, der Schwefelsiure und der Phosphorsaure. 
Die Mengen der in Rede stehenden Stoffe sind zu denjenigen der 
in Wasserausziigen vorhandenen gleichnamigen Stoffe addiert und 
der Einfachheit halber nur ihre Summe in folgender Tabelle einge- 
tragen. Der in Salzsdure nicht ldsliche Riickstand wurde nach 
dem Verfahren von Gonnermann (1917) auf Kieselsdure ver- 
arbeitet. 

Zur Bestimmung des Chlors bediente ich mich der Methode von 
Volhard. Die Schwefelséure wurde durch Salzsiure und Barium- 
chlorid gefallt und als Bariumsulfat abgewogen. Die Phosphor- 
siure wurde nach der Vorsechrift von Neumann bestimmt. Aus 
einer mit essigsaurem Natron versetzten Lisung wurde der Kalk 
durch oxalsaures Ammon als oxalsaurer Kalk gefillt und gewogen. 
Aus der vom Calciumoxalat abfiltrierten Lésung fallte man das 
Magnesium durch Ubersiittigung mit Atzammoniak als phosphor- 
saure Ammonmaguesia aus, verwandelte die letztere auf die iibliche 
Weise durch Gliihen in pyrophosphorsaure Magnesia und berech- 
nete aus der gewogenen phosphorsauren Magnesia die Magnesia. 

Die Ergebnisse finden sich in Tabelle IT und TIT zusammen- 
gestellt. 
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TABELLE ITI, 


Anorganische Stoffe in 100 cem Harn 
Tierarten —— = eae 
Gesaimtasche Wasserlosl. Wasserunlosl. 
A. Mensch 1,1822 1,0921 0,0900 
B. Siugetiere 
1. Fleischfresser | 
Hund H 2,0036 1,5332 0,4704 
Katze 2,4741 2 4268 0,0473 
2. Pflanzenfresser 
Pferd 0,3439 0,3149 0,0290 
Rind 0,6669 0,5172 0,1497 
Elefant : 0,1818 0,1303 0,0515 
Schwein 0,7716 0,7154 0,0562 
Ziege 1,1603 1,1173 0,0430 
Kaninchen 1,1187 0,6911 0,4276 
Meerschweinchen 0,9211 0,8468 0,0748 
C. Amphibien | 
Froseh | 0,0332 0,0286 0,0046 
Krote 0,1116 0,0815 0,0301 
D. Reptilien | 
Schildkréte ! 0,1272 0,1106 0,0166 
E. Vogel | | 
Hubn / 0,9618 i 0,7511 0,2107 
Ente | 


0,2529 0,2334 0,0195 


TABELLE IIT. 


Aschenmenge(g) in 100 ecem Harn 


Tierarten : 
CaO MgO P20; H.SO, Cl SiOz 


A. Mensch 0,0258 | 0.0168 | 0,0578 | 0,0462 | 0,5842 | 0,0102 
B. Saugetiere ; 
1. Fleischfresser 


Hund 0,0349 | 0,0492 | 0,0477 | 0,0205 | 0,3261 | 0,1040 
Katze 0,0979 | 0,0344 | 0,1913 | 0,1029 | 1,0068 | 0,0081 
2. Pflanzenfresser 
Pferd 0,0277 | 0,0196 | spur 0,0131 |; 0,1294 | 0,0016 
Rind 0,0310 | 0,0545 | 0,0638 |} 0,1151 | 0,1234 | 0,0069 
Elefant 0,0211 | 0,0270 | 0,0425 | 0,0368 | 0,0337 | 0,0029 
Schwein 0,0203 | 0,0209 | 0,0973 | 0,0544 | 0,2099 | 0,0092 
Ziege 0,0083 | 0,1220 | 0,0203 | 0,0636 | 0,2311 | 0,0061 
Kaninchen 0,2063 | 0,0800 | 0,0900 | 0,0964 | 0,2529 | 0,0083 


Meerschweinchen 0,0140 | 0,0656.) 0,0025 | 0,0636 | 0,1578 | 0,0060 


Cc. Amphibien 
Frosch 0,0034 | 0,0049 | 0,0091 | 0,0031 | 0,0021 | 0,0008 
Kréte 0,0186 | 0,0053 | 0,0165 | 0,0269 | 0,0189 | 0,0033 
D, Reptilien 
Schildkréte 0,0280 | 0,0156 | 0,0583 | 0,0170 | 0,0070 | 0,0002 
E. Vogel 
Huhn 0,0597 | 0,0467 | 0.4476 | 0.0492 | 0,0707 | 0,0170 


Ente 0,0180 | 0,0326 | 0,0976 | 0,0155 | 0,0142 | 0,0068 
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Aus den Versuchsresultaten geht hervor, dass die Mengen 
der anorganischen Salze im Harn der Kaltbliiter im Vergleich zu 
denselben der Warmbliiter sehr klein sind. Im Katzen- und 
Hiihnerharn findet sich ein betrachtlich hoher Gehalt an Phosphor, 
wihrend im Pferdeharn der Phosphor nur in geringeren Dosen 
nachgewiesen wird. Tabelle III illustriert auch die hohe Chlor- 
ausscheidung im Katzenharn. Im Ziegeharn ist das Uberwiegen 
des Magnesiums unter den Erdalkalien bemerkenswert, wahrend 
Kalk nur wenig ausgeschieden wird. Der hohe Gehalt des Kanin- 
ehenharns an Kalk ist auffallend. 


B. Orgamsche Bestandteile. 


Der Gesamtstickstoff wurde einfach nach dem Kjeldahlschen 
Verfahren ermittelt. Der Harnstoff wurde nach Fosse (1913) als 
Dixanthylharnstoff gravimetrisch ermittelt. In dem entchlorten 
und eiweissfreien Harn wurde die Harnsaure nach Benedict und 
Franke (1922) colorimetrisch ermittelt. Zur Bestimmung des 
Kreatinins wurde das Verfahren von Folin (1914) angewendet. 

Tabelle ITV veranschaulicht die Resultate. 


TABELLE IV, 


. 


Gehalt(g) in 100 cem Harn 


Tierarten Sa 7 ee eS SS 
Gesamt-N | Harnstoff | Harnsiure | Kreatinin 
A. Mensch 0,5760 1,5100 0,0370 0,0450 
B. Saugetiere 
1. Fleischfresser . < 
Hund 0,2646 0,4623 © 0,0059 0,0087 
Katze 0,9878 0.1469 | 0.0077 0,0165 
2. Pflanzenfresser 
Pferd 0,1584 0,0244 0,0239 0,0032 
Rind 0,4788 0,1731 0,0187 0,0090 
Elefant 0,6720 2,2220 0,0049 0,0024 
Schwein 0,5853 0,2023° 0,0057 0,0100 
Ziege 0,5082 0,0113 0,0086 | 0,0050 
Kaninchen 0,7322 0,2069 0,0090 0,0006 
Meerschweinchen 0,5404 0,0051 0,0084 ~ 0,0056 
(. Amphibien : 
Frosch 0,0896 0,1160 0,0051 0,0002 
Krote 0,2520 0,0294 0,0068 - 0,0004 
1), Reptilien 
Schildkréte 0,2324 0.1447 | ~—-0,0063 6,000 
I’. Vogel — 
Hubn 0,7616 0,3543 0,0218 0,0018 . 


Ente ~ 0,2640 0,0079: 0,0041 0,0020. 
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Der Gesamtstickstoff des Froschharns ist prozentual im Ver- 
gleich zu anderen Tieren sehr klein. Der Prozentgehalt des Harn- 
stoffs im Harn ist beim Menschen und Elefanten am gréssten. Die 
lfarnsiiure, die bei Végeln das vorwiegende Endprodukt des 
Eiweissstoffwechsels darstellt, wird im Pferdeharn ungeféhr in 
derselben Menge ausgeschieden wie der Harnstoff. 
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ORGANISCHE BESTANDTEILE DES 
ELEFANTENHARNS. 


Von 


MAKOTO TAKAMATSU. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultdt 
zu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 15, Dezember 1934) 


3etrachtet man vergleichend die Zusammensetzung des Harns 
der Pflanzenfresser, so fallt auf, wie gering die Unterschiede in 
den Endprodukten des Stoffwechsels bei diesen Tieren unter 
einander gefunden worden sind. Allerdings lasst sich nicht 
absehen, ob nicht ein systematisches Studium der vergleichenden 
Harnchemie noch eine gréssere Mannigfaltigkeit aufdecken wird. 
Wie aus der vorhergehenden Arbeit ersichtlich, steht der Elefanten- 
harn in seinen physikalischen Kigenschaften und der Verteilung 
der anorganischen Bestandteile dem Pferdeharn sehr nahe, wahrend 
der Prozentgehalt des Elefantenharns an Harnstoff viel héher ist 
als der des Pferdeharns. ° 

Wir nahmen daher die Gelegenheit des Besuches einer 
Menagerie in Nagasaki wahr, um uns eine gréssere Harnprobe vom - 
Elefanten zu beschaffen, und eine genauere Untersuchung der 
organischen Bestandteile des Elefantenharns auszufiihrn. 

Der Harn der Pflanzenfresser unterscheidet sich bekanntlich 
durch seine meist alkalische Reaktion, seinen grésseren Gehalt an 
aromatischen Substanzen und dureh die Verteilung der stickstoff- 
haltigen Substanzen nicht unwesentlich vom Harn der Fleischfesser. 

Diese Unterschiede sind zum grossen Teil dureh die Er- 
nihrungsweise bedingt ; gewisse Unterschiede sind allerdings in den 
spezifischen Zellstoffwechselvorgingen der einzelnen Tierarten 
begriindet. Benzoesdure ist als solehe nur selten im Harn gefunden 
worden; hauptsachlich findet sie sich mit Glykokoll gepaart als 
Hippursdure. 

Beim Versuche mit Elefantenharn wurde ungepaarte Benzoe- 
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sdure reichlich nachgewiesen, wahrend die Hippurséure nur in 
kleineren Dosen ausgeschieden wird. Alles, was im Organismus 
eine vermehrte Bildung von Benzoesiure bewirkt, wird beim 
Elefanten keine vermehrte Ausscheidung von Hippursdure veran- 
lassen. 

27800 cem Hlefantenharn wurden mit Schwefelséure schwach 
angesduert, auf dem Wasserbade zu Sirup eingeengt, mit heissem 
Alkohol ausgezogen, der Alkoholauszug eingedampft und in der 
Hiskammer stehen gelassen. Das von dem auskrystallisierten 
Harnstoff abfiltrierte Filtrat wurde mit Essigather gut geschiittelt. 
Der Essigétherauszug wurde zur Abtrennung der Benzoesdure 
benutzt und die wasserige Lésung zur Isoliernng der Hippursdure 
und des Kreatinins reserviert. 


I. Die ESSIGATHERISCHE LOSUNG. 


Nachdem die essigatherische Lésung in vacuo zu Sirup einge- 
dampft worden war, wurde der Riiekstand mit Petrolather 
geschiittelt. Beim Hinengen des Petrolaitherauszugs schieden sich 
25,3 ¢ Benzoesdure aus, 


0,0516 g Subst.: 0,1296 g CO, und 0,0214g¢ HO 
C7He02 Ber. C 68,82 H 4,95 
Gef. ,, 68,49 ,, 4,64 


Aus dem in Petrolather nicht loslichen Riickstand wurde 10,5 g 
Harnstoff erhalten. : 


IT. Die wisseriar Lé6suna. 


Die wiasserige Losung wurde eingeengt, von dem ausgeschie- 
denen Harnstoff abfiltriert und mit Bleissig gefallt. Das Filtrat 
der Bleiessigfallung wurde mit Schwefelwasserstoff behandelt, ab- 
filtriert und mit Schwefelsiure angesdiuert. Dem klaren Filtrat 
wurde nun kaltgesattigtes Barytwasser zugesetzt und filtriert. Der 
iiberschiissige Baryt wurde durch Kohlensiure beseitigt und die 
unter vermindertem Druck stark eingeengte Lisung dann tropfen- 
weise in absoluten Alkohol eingegossen. Der entstandene weisse 
Niederschlag wurde abgenutscht und mit absolutem Alkohol sorg- - 
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faltig gewaschen. Diese Alkoholfaillung wurde als A und das 
Filtrat als B behandelt. 


A. ALKOHOLFALLUNG. 
(Abtrennung der Hippursiure) 

Die Alkoholfallung wurde in Wasser gelist, mit verdiinnter 
Schwefelsaure versetzt und das Filtrat mit 20%iger Quecksilber- 
acetatlésung gefallt. Zur Darstellung der Hippursiéure wurde der 
ausgefallene Niederschlag abgenutseht und das Filtrat mit 
Schwefelwasserstoff behandelt. Die vom Quecksilbersulfid ab- 
filtrierte Flissigkeit wurde dann unter vermindertem Druck 
eingeengt, wobei sich allmihlich 3,72 ¢ gut krystallisierte Hippur- 
sdure abschieden. Ihr Schmelzpunkt liegt bei 185°. 

0,0506 g Subst.: 0,1126g COs und 0,0216¢ H.O 
0,1002 @ Substanz, nach Kjeldahl. verbrannt, verbrauchten 
5,55 eem N/10-H2SO, 
CyHpNOs Ber. C 60,31 H 5,06 N 7,82 
Get. 396068 IF pe FAT 


B. Farrar von DER ALKOHOLFALLUNG. 


Das Filtrat von der Alkoholfallung wurde abgedampft, in 
Wasser aufgenommen und mit verdiinnter Schwefelsdure versetzt. | 
Das Filtrat wurde dann mit Phosphorwolframsiurelésung gefallt. 
Die Niederschlage wurden mit Baryt zerlegt, der tiberschiissige 
Baryt mit Kohlensaure beseitigt und das Filtrat vom Barium- 
carbonat so lange eingeengt, bis die Krystalle sich abschieden. Die 
Ausbeute des Rohproduktes betrug 2,0g. Diese Verbindung gab 
eine starke Jaffesche Kreatininreaktion. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der Harnstoff. bildet, wie bei anderen Sdugetieren, das 
hauptsichliche stickstoffhaltige Endprodukt des Stoffwechsels beim 
Elefanten. 

2. Die Hippurséiure kommt bei diesem Tiere ebenfalls kon- 
stant vor, aber gegeniiber der Benzoesdure tritt sie stark zuriick. So 
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wird alles, was im Organismus eine vermelirte Bildung yon Benzoe- 
siure bewirkt, beim Elefanten keine vermehrte Ausscheidung von 
Hippursaure veranlassen. 

3. Die Pflanzenfresser scheiden im allgemeimen kleinere 
Mengen an Harnstoff aus als die Saiugetiere. Da bei den meisten 
Pflanzenfressern der wesentlich gréssere Teil des Harnstickstoffs 
als Hlippursaure erscheint, so ist dabei nicht nnr der Prozent- 
gehalt des Harns an Harnstoff kleiner, sondern auch der prozenuale 
Anteil des Harnstoffstickstoffs am Gesamtstickstoff. Dieses Ver- 
haltnis ist beim Elefanten ganz anders, weil bei diesem Tiere ein 
wesentlich grésserer Anteil des Harnstickstoffs nicht als Hippur- 
siure, sondern als Harnstoff erscheint. 
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ZUR KENNTNIS DES DIAZOHARNS. V. 


Uber die Diazoreaktion des Pockenharns. 
Von 


SADAJTIRO NAKAYAMA, 


(Aus dem physivlogisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultit 
zu Nagasaki. Ausgcefiihrt wnter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Kingegangen am 15. Dezember 1934) 


Es ist bisher trotz zahlreicher Bemiihungen nicht gelungen 
festzustellen, welehe Substanzen bei der Ehrlichschen Probe die 
Farbung in den pathologischen Harnen verursachen, obgleich 
bekannt ist, dass die von Bondzynski (1905) aus dem normalen 
Ifarn isolherte Antoxyproteinséure karminrote Farbung mit 
Diazobenzolsulfonsiure ergibt. Ob die Antoxyproteinsdure der- 
jenige K6rper ist, welcher die in verschiedenen Krankheiten beo- 
bachtete charakteristische Farbung des Harns mit den Diazo- 
reagentien ergibt, ist jedoch bis jetzt nicht entschieden. 

Um zu priifen, ob sich Beziehungen zwischen dieser Siure und 
der Diazoreaktion des Harns feststellen lassen, wurde zuniichst eine 
genauere Harnuntersuchung bei Phthisis von Komori (1926) und - 
bei Typhus abdominalis von Sendju (1927) im hiesigen Institut 
durehgefiihrt, und tatsachlich gelang es, nach der Bondzynski- 
schen Methode aus dem Harn bei diesen Krankheiten auffallend 
reichliche Antoxyproteinséure zu isolieren. Dann habe ich mich 
davon iiberzeugt, dass diese Siure an der Diazoreaktion des Harns 
bei Scharlach und Masern wesentlich beteiligt ist (1934). Infolge- 
dessen lag einerseits die Vermutung nahe, dass dieser Kérper in den 
pathologischen Harnen, die die charakteristische Farbenreaktion 
ergeben, immer in betrichtlicher Menge vorkommen werde. 

W eiss (1907-1923) stellte aber fest, dass das Urochromogen 
eine schéne Diazoreaktion ergibt, und hielt es fiw das alleinige 
Prinzip der Diazoreaktion sowohl im normalen wie auch im patho- 
logischen Harn. 
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Die Ansicht von Fiirth (1919) und Hari (1921) steht der 
Auffassung Weiss’s gegeniiber, welche auf Unterschiede zwischen 
der normalen und klinischen Diazoreaktion aufmerksam machten. 

Ks scheint uns wahrscheinlich, wie Hermanns (1921-1922) 
meinte, dass die Diazoreaktion nicht fiir einen Korper charak- 
teristisch, sondern gruppen-spezifisch ist, indem er bei verschie- 
denen Kranken verschiedene Prinzipien nachweisen komite. 

In der vorhegenden Arbeit wurden die vermeintlichen Triger 
der Diazoreaktion im Pockenharn aufgesucht, hierbei wurde die 
Priifung zuerst auf Antoxyproteinsdure gerichtet. 


I. Auftrittzeit der Diazoreaktion. 


Da der Diazoreaktion bei gewissen Krankheiten eine nicht 
unwesentliche Bedeutung zuzuschreiben ist, so ist es wiinschenswert 
zu wissen, in welehem Stadium der Krankheiten diese Reaktion 
aufzutreten pflegt. 

Nach unserer Erfahrung tritt die Diazoreaktion beim Typhus- 
kranken meist am 3. Tage auf und verschwindet im Rekonvaleszenz- 
stadium. Bei Scharlach und Pocken zeigt sich die Reaktion meist 
schon am ersten Krankheitstage und dauert beim Scharlach 5-8 
Tage. Bei Pocken fallt sie gewohnlich 7-11 Tage lang positiv aus. 
Ks ergibt sich folgendes. (Tabelle 1). ; 


II. Verarbeitung auf Antoxyproteinséure. 
4 


5,61 Diazoharn bei Poeken, den 5 Patienten in hiesigem 
Krankenhaus geliefert hatten, wurden bei schwach saurer Reaktion 
eingeengt und so lange mit Bleiessig versetzt, bis keine Fallung 
mehr auftrat. Aus dem Filtrat wurde das Blei mit Schwefelsiiure 
entfernt, die Fliissigkeit mit lauwarmem Barytwasser deutlich 
alkalisch gemacht und das von dem Bariumsulfat getrennte Filtrat 
mit Kohlenséure von dem iiberschiissigen Barium befreit. -Die 
klare Fliissigkeit wurde nach dem KEinengen tropfenweise in 
absoluten Alkohol gegossen. Die Alkoholfallung wurde in Wasser 
gelést, von dem Barium dureh verdiinnte Schwefelsiiure befreit, 
die Fliissigkeit bei essigsaurer Reaktion mit Quecksilberacetat 
gefallt und der Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zerleet. Das 
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TABELLE J. 
elie eleven plone: 
Scharlach H.M. 10 7 Tage mittelgradig 
” H.K. 13 6 = 
” 8.U. 3 5 leicht 
. Y.U. 15 5 fs 
+ Y.D. 4 5 nittelgradig 
9% K.K. 7 8 ss 
3 KT. 4 9 leicht 
” 8.T. 20 5 S 
* M.Y. 7 6 mittelgradig 
% N.M. 11 6 leicht 
= Y.S8 19 7 xs 
a K.S 9 of schwer 
“e S.T. 21 8 leicht 
Poeken YM... 4t 10 leicht 
. T.M. 59 8 schwer 
5 ; R.K. 7 14 a 
a M.K. 29 9 leicht 
» T.H. 3 7 schwer 


Kiltrat vom Quecksilbersulfid wurde durch Eindampfen unter ver- 
mindertem Druck vom Schwefelwasserstoff befreit, weiter zu 
dickem Sirup eingedampft und dann in absoluten Alkohol gegossen. 
Das alkoholische Filtrat, worin die Antoxyproteinsiure enthalten 
sein sollte, wurde in vacuo unter Zusatz von Schwefelsiure ver- 
dampft. Der Sirup wurde dann in Wasser gelést, mit lauwarmem 
Barytwasser gesattigt und unter vermindertem Druck stark 
eingeengt. Diese Behandlung wurde mehrmals wiederholt, um das 
Ammoniak vollstindig zu verjagen. Nach der Beseitigung des 
Barytiiberschiisses mit Kohlensiiure, sowie dem Einengen der 
Flissigkeit in vacuo bis zur Sirupkonsistenz wurde die Antoxy- 
proteinsiure durch Eingiessen in absoluten Alkohol als Bariumsalz 
gefallt. Auf Grund der Fallbarkeit der Antoxyproteinsdure aus 
konzentrierten Lésungen durch Phosphorwolframsdure wurden die 
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Bariumsalze wieder in Wasser gelést. Das von dem Baryt mit 
verdiinnter Schwefelsiure betreite Filtrat wurde dann in vacuo zu 
diinnem Sirup eingeengt und unter Zusatz von Schwefelsdure mit 
konzentrierter Phosphorwolframsiurelésung gefallt. Bei der 
Zerlegung des Phosphorwolframats mit iiberschiissigem Atzbaryt 
ging die regenerierte Antoxyproteinsdure als Bariumsalz in die 
Lésung tiber. Das klare Filtrat wurde mit Kohlenséure behandelt, 
und die vom Bariumearbonat abfiltrierte Fliissigkeit zu dickem 
Sirup eingeengt und dann in absoluten Alkohol gegossen. Das 
entstendene Bariumsalz der Antoxyproteinséure war sehr gering. 

Wegen Mangels an Untersuchungsmaterial konnte die Substanz 
nicht analysiert werden. 

Es unterliegt also keinem Zweifel, dass den Pocken nicht die 
Antoxyproteinsdure, sondern ein anderes Ausscheidungsprodukt im 
Harne zukommt. 
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ZUR KENNTNIS DES DIAZOHARNS. VI. 


Zur Kenntnis der Antoxyproteinsdure. 
Von 


SADAJIRO NAKAYAMA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der medizinischen Fakultét 
gu Nagasaki. Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


Trotz des hohen Gehaltes des Diazoharns bei Phthisis, Typhus 
abdominalis, Scharlach und Masern an Antoxyproteinsiure ver- 
mochten wir itiber ihre Bedeutung fiir die Diazoreaktion kaum 
etwas Bestimmtes auszusagen. Das Gleiche gilt auch in bezug auf 
ihre chemische Konstitution. Edlbacher (1923) war der Mei- 
nung, dass die Antoxyproteinséure im wesentlichen ein poly- 
peptidartiger Ko6rper ist, an dessen Aufbau Monoaminosaduren und 
Hexonbasen bheteiligt sind. 

Um naheren Aufschluss iiber die chemische Natur der Antoxy- 
proteinsdure und ihre Bedeutung fiir die Diazoreaktion des patho- 
logischen Harns zu erlangen, habe ich die chemische Untersuchung 
der Antoxyproteinsaure unternommen, deren Ergebnisse in folgen- 
den mitgeteilt werden. 


Experimentelle Belege. 


I. QGEHALT DES DIAZO-POSITIVEN HARNS AN ANTOXYPROTEINSAURE 
BEI VERSCHIEDENEN KRANKHEITEN. 


Nachdem ich mich davon iiberzengt hatte, dass in Uberein- 
stimmung mit den Angaben von Komori (1926) und Sendju 
(1927) die Antoxyproteinsdiure an der Diazo-reaktion des Harns 
bei Phthisis und Typus abdominalis wesentlich beteiligt ist, gelang 
es mir, aus dem Diazoharn bei Scharlach und Masern reichlich 
Antoxyproteinséure zu isolieren. Wie die Tabelle I veranschau- 
licht, schien die Méglichkeit vorhanden, dass die Diazoreaktion des 
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Harns bei Phthisis, Typhus abdominalis, Scharlach und Masern 
vorziiglich auf der Ausscheidung der Antoxyproteinsdure beruht. 


TABELLE I, 
SSS —— eee x — —— Sz a 
Gefundene Menge der 
Hci Menge der Antoxyprotein- 
Krankheit : H wnh : Antoxy- sdure in 1 Untersucher 
: proteinsaure Harn 
1 g g 
Phthisis . 50,0 67,33 1,35 Komori 
a 48,0 25,82 0,54 Nakayama 
Typhus abd. 50,0 86,25 1,73 Sendju 
= 55,0 29,11 0,53 Nakayama 
Scharlach 9,7 7,18 0,74 © 5 


Masern 6,8 4,62 0,68 % 


Il. ZuSAMMENSETZUNG DER ANTOXYPROTEINSAURE IN DEN D1Azo- 
POSITIVEN HARNEN VERSHIEDENER KRANHEITEN. 


A. Elementaranalyse. 


Um die Frage zu lésen, ob es zwei oder mehrere Antoxyprotein- 
sduren oder nur eine solche gibt, habe ich zunachst aus Diazoharn 
verschiedener Krankheiten antoxyproteinsaures Barium dargestellt. 
Mit Praparaten von Typhus abdominalis, Scharlach, Masern und 
Lungentuberculose wurde N und Ba in bekannter Weise analysiert. 
Die aschenfrei berechneten Zahlen sind in Tabelle II niedergelegt. 


h 


TABELLE IT, 
Antoxyproteinsaures N Ba . 
Reclant ats | of, % Untersuchex 
Typhus abd. | 13,39 28,94 Sendju, Nakayama 
Scharlach | 13,20 28,15 Nakayama 
Masern 13,05 29,02 - 
Phthisis 13,06 29,50 Komori, Nakayama 


Vergleicht man damit den von verschiedenen Materialien 
- analysierten Stickstoff- und Bariumwert des antoxyproteinsauren 
Bariums, so ist es héchst wahrscheinlich, dass sie alle in ihrer 
echemischen Zusammensetzung identisch sind. . 
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B. Spaltungsprodukte. 

1. Bestimmung der Aminogruppen. 

Dureh die Untersuchungen von Edlbacher (1923) wurde 
der Nachweis erbracht, dass in der freien Antoxyproteinsaure eine 
geringe Menge von formol-titrierbaren N-Atomen vorkommt. 
Nach ihm scheint die Sdure im wesentlichen ein polypeptidartiger 
K6rper zu sem, an deren Aufbau Monoaminoséure, Arginin, 
Histidin und Lysin beteiligt sind. 

Zur naiheren Untersuchung auf Aminosduren stand mir eine 
aus Diazoharn von Typhus abdominalis, Masern, Scharlach und 
Phthisis isolierte Antoxyproteinsiure zur Verfiigung, die in fol- 
gender Weise analysiert wurde. 

Um festzustellen, ob die in Antoxyproteinséure vorhandenen 
Aminogruppen frei oder polypeptidartig gebunden sind, wurde 
vorerst der Aminostickstoff vor und nach der Hydrolyse nach der 
Van Slykeschen Methode bestimmt. Zu diesem Zwecke wurden 
2,115 g Antoxyproteinsiure, die aus Bariumsalz durch Schwefel- 
siure dargestellt worden ist, in Wasser gelést und auf 50 cem auf- 
gefillt. In 1ecem davon wurde direkt der Aminostickstoff nach 
Van Slyke bestimmt. Andererseits wurden 20cem der Lésung 
mit 10cem 10%iger H2SO, versetzt und einer zehnstiindigen 
Hydrolyse durch Kochen unter Riickflusskiihlung unterworfen. © 
Der Aminostickstoff im Hydrolysat wurde ebenfalls nach Van 
Slyke bestimmt. Da nun die Antoxyproteinséure vor der Hydro- 
lyse in leem Loésung (0,0423 g Saéure) nur 0,195 mg Aminostick- 
stoff enthalten hat, dagegen nach der Hydrolyse fiir die gleiche 
Menge der Antoxyproteinsiure 0,670 mg Aminostickstoff, so ist der 
Beweis geliefert, dass der Aminostickstoff zum Teil in peptidar- 
tiger Bindung in Antoxyproteinséure vorhanden ist. Die iibrig- 
gebliebene Hydrolysefliissigkeit wurde im Vacuum eingeengt und 
mit Phosphorwolframsadurelésung gefallt. Nach 24 stiindigem 
Stehen wurde der Niederschlag samt dem Filter getrocknet und’ 
der Stickstoff im Niederschlag und Filtrat nach Kjeldahl be- 
stimmt. 

Daraus ergeben sich nachfolgende Prozentzahlen : 
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TABELLE IIT. 
Hydrolyse 
e vor nach 
Aliphatischer Amino-N. 0.46 % 1,50 % 
P-Wo-S.-fallbarer N. 0,94 
P-Wo-S.-nicht fall. N. 0,89 


Um im Anschluss an diese Versuche einen Beitrag zur Kenntnis 
der peptidartigen Bindung der Antoxyproteinsdure zu liefern, 
wurde die Spaltbarkeit der Saure durch Erepsin gepriift. 

Als Enzymmaterial diente ein Glycerinextrakt aus Rinder- 
darm. 20ccem Substratlésung (0,846g¢ Antoxyproteinsdure) 
wurden 0,04 g Na2CO3 zugesetzt und unter Pufferzusatz auf die 
optimale Aciditat der Peptidasewirkung eingestellt. Nach 4 
tagiger Digestion wurde der Aminostickstoff nach Van Slyke 
bestimmt. i 


TABELLE IV. 


Erepsinwirkung 


Amino-N, (van Slyke) 


Aus diesem Versuche geht hervor, dass der Aminostickstofft 
nach der Erepsinwirkung keinen Anstieg erfahrt. 


2. Bestimmung der Schwefelgruppen. 


Es wurde schon von Bondzynski und seinen Mitarbeitern 
(1905) konstatiert, dass die Antoxyproteinsiure schwefelhaltig ist 
und ihren Schwefel oder wenigstens einen Teil desselben leicht beim 
Kochen mit Alkalien abspaltet. Es war nun interessant zu unter- 
suchen, welche Bewandtnis es mit dem Schwefel der Antoxyprotein- 
sdure hat. 

Ich habe vorerst das in Wasser geléste antoxyproteinsaure 
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Barium mit verdiinnter Salzsiure angesiuert, um zu sehen, ob das 
Praparat priformierte Schwefelséure enthalt. Dieses war nicht 
der Fall. Hierauf habe ich das Bariumsalz mit 10%iger Salzsiure 
gekocht. Nach eintigigem Stehen sah man keinerlei Bariumsulfat. 
Der Schwefel in Antoxyproteinsaure ist also nicht in Form einer 
Sulfat- oder einer Atherschwefelsaure vorhanden. 

Wenn der Schwefel in Antoxyproteinsiure zu einer Disulfid- 
oder Sulfhydrylgruppe eines Oxydoreduktionssystems gehért, so 
muss er nach Basch (1926) und Kiihnau (1927) durch Wasser- 
stoff mobilisierbar sein. Nach 2 stiindiger Durchstrémung einer 
konzentrierten Lésung der Antoxyproteinsiure bewirkte Wasser- 
stoff keine Schwarzung des Bleiacetatpapiers. Der Beweis fiir die 
Anwesenheit des Schwefels in Cystin- und cysteinartiger Bindung 
im Antoxyproteinséiuremolekiil ist damit nicht erbracht. 


Til. Ftrrerune mir ANTOXYPROTEINSAURE. 


Kotake und seine Mitarbeiter (1931) haben erfahren, dass 
der Kaninchenorganismus bei gewohnlicher Fiitterung das ver- 
abreichte Tryptophan, wenn nicht grosse Mengen gegeben wurden, 
vollstandig zersetzt. Sie fanden aber bei subeutaner Einspritzung 
von 3-4g Tryptophan oft eine reichliche Kynureninausscheidung, 
wenn das Kaninchen tage- bis wochenlang mit poliertem Reis 
ernahrt wird. Es wurde auch von dem genannten Autoren sicherge- 
stellt, dass, wenn dem Menschen und Kaninehen das Kynurenin 
gegeben wird, der etwa 5 Stunden spater gelassene Harn eine 
deutliche Ehrlichsche Diazoreaktion zeigt. Die Urochromogen- 
fraktion dieses Harns gab eine intensive Ehrlichsche Diazoreaktion. 

Ich habe mich nun mit der Frage beschiftigt, ob es einen 
genetischen Zusammenhang zwischen der Antoxyproteinséure und 
dem Kynurenin gibt. 

Die aus Bariumsalz frei gemachte Antoxyproteinsiure wurde 
zwei Kaninchen, die 2-3 Wochen lang mit poliertem Reis ernahrt 
wurden, als Natriumsalz in 4-6%iger Lésung subecutan eingespritzt 
und zwar in taglichen, dreimaligen Dosen von 1,0-3,2 g per Kopf. 
Der gesammelte Harn zeigte am Tage nach der Injektion eine Ehr- 
lichsche Reaktion. 
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Mit der Erwartung, dass entweder als Umwandlungsprodukte 
Kynurenin und Kynurensaure im Harn ausgeschieden werden, oder 
die verabreichte Antoxyproteinsiure zum Teil unverandert wieder- 
gefunden werden kann, habe ich die Harnbearbeitung nach allen 
Fraktionen getrennt ausgefiihrt. Weder Kynurenin noch Kynuren- 
saure konnte ich isolieren. Nur werden 1,75 g Autoxyproteinsiure 
als Bariumsalz wiedergefunden. 


0,1520 g Substanz (nach Kjeldahl) : 14,2 cem n/10-H2S03j. 
0,1255 g 3 gaben 0,0620 g BaSO,=0,0364 g Ba. 
. Gef. N 13,07 Ba 29,00 
Die Resultate sprechen dafiir, dass das Kynurenin nicht aus. 

Antoxyproteinsdure gebildet wird, und dass das Urochromogen oder 
Urochrom nicht zu den Antoxyproteinsaure, sondern vielleicht, wie 
Bondzynski und seine Mitarbeiter (1905) meinten, zu den Oxy- 
proteinsadure gehort. 
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UBER DAS VERHALTEN DES OXYMETHYL- 
FURFUROLS UND PYRROLS IM 
FROSCHORGANISMUS. 


Von 


KENZO KUSUI. 


(.lus dem physiologisch-chemischen Institut zu Nagasaki, Vorstand: 
Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


Ks erweist sich nach Karashima(1927), dass das Oxymethy]- 
furfurol im Organismus des Hundes, des Huhns und des Kanin- 
chens stets sehr leicht oxydiert wird und als Oxymethylbrenz- 
schleimsaure zu mehr als 43,7% in den Harn iibergeht. 

Betreffs des Pyrrols liegt zunichst die Angabe von R. Kobert 
(1906) vor, derzufolge das Pyrrol im Harn rein oder mit Schwefel- 
siure gepaart auftritt. Im Gegensatz zu dieser Beobachtung haben 
die Untersuchungen von Shimizu (1921) ergeben, dass nach Ver- 
abreichung von Pyrrol an Hunde und Kaninechen Methylpyridin 
im Harne auftritt. — 

Ich habe vor einigen Jahren iiber das Verhalten von einigen 
biologisch wichtigen heteroecarbocyeclischen Verbindungen im - 
Froschorganismus berichtet. Als Ergiinzung dieser Versuche wurde 
von mir eine weitere Untersuchung unternommen, um das Schicksal 
des verabreichten Oxymethylfurfurols und Pyrrols im Froseh- 
organismus zu verfolgen. 


EXPERIMENTELLES. 


1. Verarbreichung von Oxymethylfurfurol. 

920 Fréschen wurde das frisch destillierte Oxymethylfurfurol 
als 10%ige Lésung in einmaligen Dosen von 0,01g per Kopf 
subeutan injiziert. Der gesammelte Harn von 833 lebenden 
Fréschen wurde auf dem Wasserbad eingedampft und mit 94% 
igem Alkohol aufgenommen. Der nach Abdampfen des Alkohols 
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erhaltene Riickstand wurde in wenig Wasser aufgenommen und in 
Gegenwart von Schwefelsiure mit Phosphorwolframsidure gefallt. 
Das Filtrat der Phosphorwolframsaurefallung wurde mit Baryt 
behandelt und das iiberschiissige Barium erst mit Kohlensaure und 
dann mit Schwefelsiiure vollstindig entfernt. Das Filtrat des 
3ariumsulfats wurde auf ein kleines Volumen eingedampft und am 
Kumagawa-Sutoschen Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. 
Aus dem Atherextrakt schieden sich reichliche Krystalle aus. Die 
Krystalle wurden aus heissem Wasser unter Zusatz von Tierkohle 
umkrystallisiert. Ausbeute 4,5 g (47.9%). Sie schmilzt bei 167°C 
(unkorr.). 


0,1716 ¢ Substanz gaben 0,0644 g H.O und 0,3150 g COs. 
CeH.0O, Ber. C 50,69% H 426% 
Gef. C 50,06% H 4,19% 

Die Riickstandfliissigkeit der Atherextraktion wurde auf Oxy- 
methylpyromykursiéure verarbeitet, die aber nicht isoliert- werden 
konnte. 

Aus diesem Versuche geht hervor, dass das Oxymethylfurfurol 
im Organismus von Fréschen ebensowie bei anderen Tieren leicht 
oxydiert wird und als Oxymethylbrenzschleimsaéure in den Harn 
iibergeht. 


2. Verabreichung von Pyrrol. 

3220 Froéschen wurde je 0,005-0,01g Pyrrol in 10% iger Lisung 
in Olivenédl subeutan injiziert. Die Menge des Harns von 974 
Jebenden Fréschen, der nach Pyrrol riecht, betrug innerhalb von 
24 Stunden 8500cem. Der Harn wurde mit Bleiessig und Am- 
moniak gefallt, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff entbleit und 
nach Einengen unter vermindertem Druck mit Kaliumquecksilber- 
jodidlésung versetzt, und zwar so lange, bis kein gelblicher 
Niederschlag mehr ausfiel. Nach 24 Stunden wurde der mit der 
Zeit verfarbte Niederschlag unter Zusatz von Schwefelsiure durch 
frisch gefalltes Silberoxyd zersetzt. Das Filtrat des Jodsilbers 
wurde durch Barytwasser von tiberschiissiger Schwefelsiure wie 
Silbersulfat betreit, das iiberschiissige Baryt durch Einleiten von 
Kohlensaéure und leichtes Erwarmen entfernt, und die wiisserige 
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Lésung mit Salzséure neutralisiert. Dann wurde die Losung unter 
vermindertem Druck eingedampft und mit Alkohol ausgezogen. 
Aus dieser alkoholischen Lésung konnte mittels Platinchlorids kein 
Doppelsalz der Base isoliert werden. 
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UBER DIE CHEMISCHE ZUSAMMENSETZUNG DES 
LARVENSACKS VON 
SACKTRAGERN(PSYCHE). 


VON 


KENZO KUSUI. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zw Nagasaki, Vorstand: 
Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1934) 


Die Untersuchungen von Abderhalden und seinen Mitarbeitern 
(1908-1911) iiber verschiedene Seidenarten haben ergeben, dass 
die wilden Seidenarten sich in ihrer chemischen Zusammensetzung 
von den kultivierten in manecher Hinsicht unterscheiden. Es 
erschien mir nun von Interesse, die vergleichenden Untersuchungen 
auch auf die Kokonsubstanz der Sacktrager (Psyche) auszudehnen, 
die durch eine grosse Resistenz gegen chemische Agenzien aus- 
gezeichnet ist und einerseits dem Fibroin, andererseits der Celltlose 
nahezustehen scheint. 

Um Aufschluss iiber die Konstitution der Kokonsubstanz zu 
erlangen, habe ich zunachst deren Spaltungsprodukte durch Saure- 
hydrolyse untersucht. Als Spaltungsprodukte des Larvensacks der 
Sacktrager wurden mit Sicherheit nachgewiesen: Glykokoll, 
Alanin, Valin, Leuzin, Isoleuzin, dl-Prolin, l-Prolin, Serin, Tyrosin, 
Glutaminsiure, Arginin, Lysin, Histidin und Traubenzucker. 

Die Kokone wurden von Larven und zusammengesponnenen 
Pflanzenteilen oder Sandkérnchen mechanisch soweit médglich 
befreit und dann mit heissem Wasser griindlich ausgewaschen, bis 
das Waschwaser nicht mehr gefarbt war. 40g des trocknen Ver- 
suchsmaterials wurden mit konzentrierter Salzsiure hydrolysiert 
und die dabei abgespalteten Monoaminosiuren mit Hilfe der 
Fischerschen Estermethode (1901) isoliert. Zur Trennung der 
Hexonbasen wurden 30g Material mit einer Mischung von drei- 
fachem Gewicht konzentrierter Schwefelsiure und sechsfachem 
Gewicht Wasser 14 Stunden lang riickfliessend gekocht. Aus 
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diesem Hydrolysate wurde das Tyrosin bei der Neutralisation krys- 
tallinisch erhalten und aus dem Filtrate wurden die Hexonbasen 
nach Angabe von Kossel und Kutscher (1900-1901) getrennt. 

Die Gesamtmenge der aus der Kokonsubstanz der Sacktriger 
isolierten Aminosiuren betrug fiir 100 g Material: 


Glykokoll 5,72 ¢ Serin 0,llg 
Alanin 3,62 g Tyrosin 2,31 ¢g 
Valin 0,39 g Asparaginsaure ? 
Leuzin 0,58 g Glutaminsiure 3,97 g 
Tsoleuzin 0,37 g Arginin 0,44 ¢ 
dl-Prolin 0,12 g Lysin 0,42 ¢ 
1-Prolin 0,35 g Histidin 0,13 g 
Phenylalanin q 


Inbezug auf die Spaltungsprodukte kommt also die Verwand- 
schaft mit dem Fibroin zum Ausdrucek. 

Um das maximale Quantum des als Bestandteil der Kokon- 
substanz beteiligten Traubenzuckers zu bestimmen, habe ich die 
abgewogene Substanz mit einer abgemessenen Menge Salzsadure 
bestimmter Konzentration zusammen erhitzt. Das Reduktions- 
vermégen (welches auf Traubenzucker berechnet wurde) wurde 
nach Betrand bestimmt. Folgendes sind die Resultate: 


Versuchs- Substanz SST Penenene: Rea pa aed a eer , 
nummer in g & CORE Traubenzucker 
Konz.(%) |Menge(cem)| 1 Stunden mg 
1 1,00 18,5 10 6 + 
2 BA # is 2 57,2 
3 5 Be = 1 86,5 
4 55 re »5 0,5 57,0 
5 ” 37 5 4 + 
6 ” i + 2 + 
7 ” » ” 0,5 10,6 
8 i 10 10 4 41,5 
9 3 10 10 2 122,0 
10 » se s 1 78,0 
11 a 357 99 4 54,3 
12 x aa i 2 63,8 
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STUDIES IN EXPERIMENTAL SCURVY. 


XXV. On the Content of Fatty Acid, Cholesterol, Unknown 
Unsaponifiable Substance and Nitrogen in the 
Faeces of Guinea Pigs Fed on a 
Vitamin C Free Diet. 


By 


YOSHIO AIZAWA. 


(From the Laboratory of Biological Chemistry of the Tokyo Jikei-Kwat 
Medical College, Tokyo. Director; Prof. T. Nagayama.) 


(Received for publication, December 17. 1934) 


I, InvrRopuctTIon. 


As to the fat metabolism of guinea pigs fed on a vitamin C 
free diet, Collazo and his collaborators (1924) have reported on 
the blood fat, choresterol and phospholipin. According to them, 
in the course of avitaminosis, the amount of blood fat increases 
and finally comes to decrease near the normal value, In this case, 
the amount of cholesterol in the blood runs parallel to that of the 
fat, while in the amount of phospholipin no change is seen at the 
beginning of scurvy, but there is a decreasing tendency at the end. 
In the next year, Ssokolow reported that the amount of cholesterol 
in the blood of guinea pigs in scurvy decreases in proportion to 
the severity of the disease, and he advocated that the decrease in 
the amount of cholesterol in blood is to be used as a criterion of 
scurvy. Mauriquand, Lewlier and others (1926) opposed 
Ssokolow’s affirmation. In 1929, Nagayama determined the 
amounts of fatty acid and unsaponifiable substances in organ tissues 
of seorbutie guinea pigs and announced that the amount of fatty 
acid in each tissue of scorbutic guinea pigs decreased as compared 
to that in the respective tissue of normal ones, and that unsaponi- 
fiable substances decreased remarkably in suprarenal glands. 
Tagaya and Igarashi (1930) proved that the decrease of the 
unsaponifiable substance in the suprarenal glands was due to the 
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decrease of cholesterol. 

Ohata (1932) made an investigation as to the fatty acid and 
other lipids in the blood of guinea pigs fed on a diet deprived of 
vitamin C and suggested that the decrease of the ratio, enti acl 
in the blood is to be used as a quantitative criterion in C-vitamin 
investigations on guinea pigs, in accordance with the fact that there 
is an increase of total fatty acid and a decrease of cholesterol in 
experimental scurvy. 

Thus, there has been presented an interesting problem whether 
there is any disturbance of fat metabolism in guinea pigs fed on a 
vitamin C free. diet. 

Now we have determined the fatty acid and the other lipids 
in the faeces of guinea pigs fed on a vitamin C free diet. 


II. ExprertwentaAL MATERIALS AND EXPERIMENTAL METHODS. 


In the present experiment, each of male guinea pigs, weighing 
from 450 to 550 gm. was placed in a metabolic cage. The animals 
were fed on Sherman’s basal diet with fresh radish juice at 
the control period and the fresh radish juice was replaced by 
boiled at the scorbutic period. Then two-days-faeces were gathered 
and weighed. After they were weakly acidified with diluted hydro- 
chlorie acid in an evaporating dish, an equal volume of 95% alcohol 
was added and then evaporated to powder by means of an electric 
fan on the water bath, Kumagawa-Suto’s method was employed 
for the determination of the fatty acid and the unsaponifiable 
substances, and Windaus’ digitonin method for the cholesterol. 
Kjeldahl’s method was used for the determination of nitrogen. 

Though sixteen animals for the normal experiment and twenty- 
one for the scorbutic were employed in the present work, it was’ 
necessary to choose only ten each from each side excepting from 
those which had died during the experiment or in which the faeces 
were scanty or in which only slight scorbutic symptoms were shown. 
In the present work, the experiment for inanition was not under- 
taken because the animals continued a pretty good appetite until the 
end of the scorbutic period. The experiment was carried out from 
December 1931 to October 1932. 
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Til. Exprrimentau REsuuts. 


The percentages of fatty acid, cholesterol, unknown unsaponi- 
fiable substances and nitrogen in Sherman’s diet are shown in 
Table I. 


TABLE I, 
Analysis of Sherman’s Basal Diet. 


No. of Meee os Unknown Un- ane 
Experiment Fatty Acid Cholesterol saponifiable Sub. Nitrogen 
Yo Yo Yo Yo 

i | 12.4 0.017 0.149 8.3 

2 14.5 , 0.024 0.157 7.4 

3 13.2 0.019 0.137 9.4 

4 12.9 0.015 0.151 8.6 

5 14.7 0.023 0.165 9.1 
Average 13.7 0.019 = -F0stot 8.5 


The average amounts of fatty acid, cholesterol, unknown 
unsaponifiable substances and nitrogen in each two days’ faeces 
of each ten normal and scorbutic animals are shown in Table II. 


TaBLE II. 
Average Amounts of Fatty Acid, Cholesterol, Unknown Unsaponifiable 
Substance, and Nitrogen in Two Days’ Faeces of Normal 
and of Seorbutie Guinea Pigs, 


Unknown Un- 


Weeks Fatty Acid | Cholesterol saponifiable Sub, Nitrogen 
we 0 Zz iH = 
1 x R : 13. 
Normal 2 15.9 0.69 14 14.5 
Average 15.8 0.63 be Sa 14.1 
1 18.9 0.31 0.7 13.8 
2 23.7 : 0.30 0.6 14.6 
Seurvy 3 22.4 0.27 0.6 15.1 
Average 21.7 0.29. 0.6 14.5 
fr stn o 
Difference es Z 
rasan eam) 53.9 —53.8 +2.8 


As is seen in Table II, the amount of fatty acid in scurvy is 
inereased by 41.8% in,comparison with the normal value, while the 
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cholesterol is decreased by 53.9%. The unknown unsaponifiable 
substances also are decreased by 53.8% and the nitrogen remains 
almost unchanged. The ratios of the lipids and the nitrogen in 
each two days’ faeces to those in the diet ingested in each two 
days are shown in Table IIIa (normal), IIIs (scurvy) and the 
average ratios are shown in Table IV A, B, C and D. 


TABLE IIT a. 
Ratio of Lipins and Nitrogen in the Faeces to those in the 
Diet Ingested (Normal). 


| 


Body Wt. = 2 te | Sep Ser 
No. of a $ <q .8 4% Sees 
Animal A bo s Py = P oH = 3 A 
Initial | Final he re Ee" | Be | Res 

gm gm gm gm gm gm Jo 

12 515 494 27 2.9 | 7.6286 | 0.5716 7.5 

13 520 506 21 2.9 | 5.3977 | 0.7216 | 13.3 

16 495 475 23 4.1 | 6.6516 | 0.5843 | 88 

aj 18 425 415 18 4.5 | 5.8920 | 1.6337] 27.7 
ks 19 510 | 525 | 27 3.0 | 7.8967 | 0.4249} 5.3 
e 20 555 575 24 0.6 | 7.1053 | 0.0917| 1.2 
= 24 555 555 26 1.3 | 75165 | 0.4729 6.2 
25 530 395 18 2.6 | 5.3249 | 0.5186 9.7 

27 510 450 19 3.5 | 5.3136 | 0.5051 9.5 

30 430 395 10 3.7 | 2:3335 | 0.7192] 3.0 

Average 21.3 2.9 6.1060 | 0.5175 8.4 

12 455 446 24 3.7. | 6.6916 | 0.5878 71 

13 500 476 22 3.9 | 6.1634 | 0.4678 7.5 

16 460 452 24 3.7 | 6.4975 | 0.4850 7.5 

5 18 400 415 19 2.6 | 5.0606| 0.4494] 8.8 
o 19 510 505 22 1% 6.0006 | 0.3413 5.6 
: 20 580 575 25 4.2 | 6.9718 | 0.7216 | 10.3 
& 24 545 560 26 3.6 | 6.9462 | 0.6874 9.8 
25 470 420 19 2.9 | 5.8247 | 0.5397 9.2 

27 460 470 24 3.9 | 5.8510 | 0.7865 | 13.4 

30 390 445 23 5.2 | 4.9651 | 0.9390] 189 


Average 22.8 3.5 6.0975 | 0.5984 9.8 


—- 
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TaBLe III a—Concluded. 


= <1 se 
° om = a ein + a m 

fe. | £2 1 e858] 2.2/8 Slupe| se | 28 | x24 
Gen 2? onze DP is: Ps ® onus b0.m mg ooo 
cr) 7) +3 o :3A 3S + 8: 2A 5 fe eon 
Bs | 3, | asa | aes) ees | aso) 2 | BS | aes 
) oF fe 2 =) Dp -A ks a AA ms 


mg mg 
7.5985 | 3.1124 


6.3214 | 5.6178 
7.3021 | 2.8543 
6.3858 | 8.0614 
8.9757 | 2.9121 
8.5235 | 1.4495 
9.0103 | 1.5644 
6.2738 | 3.9125 
6.8000 | 5.9612 
2.7244 | 4.3885 

6.7392 | 4.9784 


& 


5 
R 


' mg mg 
4.6095 | 0.3533 7.6 
3.3872 | 0.6064 17.8 
4.0943 | 0.6124 14.9 
3.4032 | 0.6427 18.8 
3.7325 | 0.9391 25.1 
3.9139 | 0.0295 7.5 
4.2243 | 0.3022 7.1 
3.0204 | 0.4158 13.7 
3.0302 | 0.4585 15.1 
1.5661 | 0.4742 30.2 
3.4952 | 0.4834 13.8 


mg 
0.9157 
0.6908 
0.7873 
0.6976 
0.9327 
0.7463 
0.8982 
2.6363 
0.6267 
0.3152 
0.9247 


2.5510 
2.5370 
2.3892 
3.3521 
0.3684 
0.6113 
1.1358 
1.8631 
1.4095 
1.9990 
1.8284 


3.8448 | 0.5595 | 14.5 
3.5580 | 9.5281 | 14.8 
3.4139 | 0.5679 | 16.6 
2.9511 | 0.3347 | 11.3 
3.5268 | 0.2952 7.1 
3.8949 | 0.5713 | 14.6 
4.1208 | 0.5524 | 13.3 


7.6413 | 5.0575 

6.9429 | 9.4110 
7.1514 | 3.0188 
2.6355 | 5.5558 
6.7024 | 3.2214 
7.1309 | 2.1044 
4.7195 | 2.3043 


0.8030 
0.7333 
0.7754 
0.6065 
0.7192 
0.7894 
0.8212 


0.6438 5.7095 | 2.0975 2.9226 | 0.4198 | 14.3 
0.7038 6.4513 | 2.7000 3.5939 | 0.5531 | 15.2 
0.7852 5.3395 | 3.8744 3.8547 | 0.6757 | 17.5 


0.7481 


F+ indieates Fatty Acid, and U+ indicates unkown unsaponifiable substance. 


6.0434 | 4.9344 3.5682 | 0.5058 | 14.1 


According to Tables III and IV, the average ratio of fatty acid 
in normal animals is 8.4% in the first week and 9.8% in the second, 
whereas that in scorbutic ones in the first, second and third weeks 
is 10.6%, 16.8% and 14.8% respectively. The average ratio of 
cholesterol in normal guinea pigs is 197.7% in the first week, and 
273.3% in the second, whereas that of scorbutic ones is 138.7 % 
in the first week, 161.2% in the second, and 116.9% in the third. 
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Ratio of Lipins and Nitrogen in the Faeces to those in the 
Diet Ingested (Scurvy). 


No. of 
animal 


Diet . 
Ingested 


F 


Oo 


to bo to bo 
~ 


1 


lst Week 


53 


Average 


2nd Week 


52 
53 
Average 


3rd Week 


Average 


=] 
3 BA 
= = 
By 

gm. gm. 
4.6 6.4987 
3.4 6.0577 
3.3 6.5189 
3.9 7.1614 
3.4 4.5711 
2.2 6.4423 
4.3 6.4504 
19 7.1733 
2.4 3.2736 
21 | 6.0624 
3.2 | 6.0210 
42 | 7.9599 
4.5 5.7805 
47 | 8.1544 
6.1 | 6.6528 
3.7 3.0979 
4.8 | 7.6619 
22 | 3.5095 
12 | 5.0976 
5.2 | 6.1116 
3.6 | 6.6527 
4.0 | 6.0679 
3.2 | 5.2446 
3.1 | 3.5360 
2.3 4.6765 
11 | 2.1489 
15 | 2.4966 
4.7 | 6.6416 
0.5 | 1.9006 
1.6 | 4.4796 
1.4 4.6154 
28 | 4.4608 
2.2 3.7204 


Fatty Acid 
in Faeces 


gm. 

1.1995 
0.6597 
0.4978 
0.7335 
0.6609 
0.4951 
0.8236 
0.6744 
0.3811 
0.2634 


0.6387 


1.1068 


1.1026 


1.2356 
1.5937 
0.9537 
1.2888 
0.4423 
0.2811 
1.1334 
0.9818 


1.0211 


0.7100 
0.7825 
0.5127 
0.2534 
0.3812 
1.3557 
0.0620 
0.4246 
0.1497 
0.6235 
0.5480 


Ratio of 
Faeces-F 
to Diet-F 


bot tah ta 
Sap Se Rs 
no om © PRS 


14.4 

aa, 
12.9 

9.4 
11.7 

4.1 
10.6 
13.9 
19.1 
15.1 
23.9 
27.5 
16.8 
12.6 

5.5 
18:5 
14.7 
16.8 


13.5 
22.1 
10.9 
11.2 
15.2 
2.1 
3.2 
9.4 
3.2 
13.9 
14.8 
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TasLe II] sp—Conceluded. 


ii 
\ 
i 


I 
( 


r) Su a J m b 
fs | 58 | 388 sge| gs | 28 | a4 
2H | BS | eas 2838| 25 os | 232 
2A oS --=3o 40.8 A a 23s 
— — Ry + S-o Ss A 2 £ lem yen] 
s2# |g. |a38 a=¢| 28 | ga |ae'e 
5 on g 2 ‘B a Aa al me 

mg mg mg Yo gm mg 

0,7203 | 0.8092 7.0156 34.2 3.3654 | 0.6446 

0.6706 | 1.2846 6.5322 38.0 3.7112 | 0.4627 

0.7119 | 12698 6.9122 31.6 3.8505 | 0.4467 

0.7579 | 0.6805 7.3551 25.8 | 4.0443.) 0.5358 

0.4601 | 1.2285 4.4724 89.1 2.6004 | 0.3363 

0.7574 | 0.7598 6.4587 31.3 3.7259 | 0.3050 

0.7011 | 1.3062 6.5798 59.5 3.7692 | 0.6086 

0.7788 | 0.7387 7.3280 17.7 3.9242 | 0.4292 

0.4566 | 0.5691 7.3000 39.0 2.3980 | 0.3926 

0.6579 | 0.6708 6.1889 27.8 3.4391 | 0.3007 

0.6673 | 0.9257 6.3154 | 2.3585 0.4442 


37.3 | 3.1052 


2.7014 
2.4°87 
2.7877 


7.8614 
5.2079 
7.9324 


0.8097 | 0.722 
0.5876 | 1.6632 
0.8181 | 1.1583 


0.0018 
0.6539 
0.7993 


34,3 4.1368 
46.2 |- 3.2702 
34.9 4.5986 


0.6833 | 1.7381 6.8167 | 3.9875 58.4 3.7952 | 0.8951 
0.5517 | 1.0531 5.5539 | 3.1887 57.3 2.6486 | 0.5404 
0.8167 | 1.3203 7.8034 | 1.6311 20.9 | 4.4715 | 0.6804 
0.3693 | 0.5904 3.5644 | 1.8854] 52.8 2.0418 | 0.2948 
0.5314 | 0.2164 5.1477 | 1.0451 20:2 3.0116 | 0.1780 
0.6364 | 0.4008 6.1514 | 5.2934 86.0 3.4479 | 0.8470 
0.694; | 11 20 4.6624 | 2.4132 51.7 3.9069 | 0.5053 


0.5874 | 9.9459 6.0742 | 2.6334 | 43.3 3.5429 | 0.5996 


5.1674 
3.8756 
5.0245 
2.5485 
2.7115 
6.0721 
1.8977 
4.4824 
4.6175 
4.5224 
4.1524 


0.5626 | 0.8406 
0.3562 | 0.6112 
0.4716 | 0.7897 
0.2111 | 0.3359 
0.2685 | 0.4214 
0.6333 | 0.9131 
0.2030 | 0.1047 
0.4785 | 0.2184 
0.4930 | 0.3047 
0.4829 | 0.9721 
0.4712 | 0.5509 


0.4800 
0.5154 
0.3450 
0.1638 
0.2482 
0.6750 
0.2295 
0.2068 
0.5823 
0.3451 


28.5 | 3.0691 
34.7 1.9971 
32.7 2.3567 
24.9 1.1862 
46.4 1.4979 
26.9 3.5614 
20.8 1.1019 
29.9 2.7070 
35.1 2.6887 
57.6 2.6387 
2.3837 
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TABLE IV 4. 
The Ratio of Fatty Acid in Faeces to that in Diet Ingested. 


Weeks 1 2 3 Average nee 
Yo %o %o Yo 
Normal 8.4 9.8 — 9.1 +5149 
Seurvy 10.6 16.8 14.8 14.1 
TABLE IV B. 


The Ratio of Cholesterol in Faeces to that in Diet Ingested. 


Weeks 1 2 3 


Difference 
in % 
% Yo % 
Normal 197.7 273.0 _ 
Scurvy 138.7 161.2 116.9 
TasLe IV c. 


The Ratio of Unknown Unsaponifiable Sub. in Faeces to that 
in Diet Ingested. 


Difference 
Weeks 1 2 3 Average in % 
To % Jo 
Normal 13.7 81.6 — 77.7 —52.5 
Scurvy 37.3 43.3 30.4 37.0 
TABLE IV p. 


The Ratio of Nitrogen in Faeces to that in Diet Ingested. 


Weeks 8 Average od 
Te %o A 
Normal _ 13.9 +9.3 
Seurvy 14.5 15.2 


The ratio of unknown unsaponifiable substances in normal animals 
is 73.7% in the first week and 81.6% in the second, whereas that 
of scorbutic ones is 37.3% in the first week, 43.3% in the second 
and 30.4% in the third. The ratio of nitrogen in normal guinea 
pigs is 13.8% in the first week and 14.1% in the second, while that 
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of scorbutic ones is-14.3% in the first week, 16.9% in the second, 
and 14.5% in the third. Moreover, the difference in percentage 
between each average ratio of fatty acid, cholesterol, unknown 
unsaponifiable substances and nitrogen in two days’ faeces to the 
respective ones in two days’ diet ingested in normal and scorbutic 
guinea pigs is also shown in Table IV. As is seen in Table IV, 
the ratio of fatty acid in the scorbutic animals is greater than that 
in the normal ones by 54.9%. On the contrary, the ratio of cholest- 
erol shows a decrease (—40.9%) and unknown uwunsaponifiable 
substance also shows a decrease (—52.5%), but the rate of nitrogen 
shows only a small increase (+9.3%). The ratio, ee, as is 
seen in Table V, in the faeces of the normal and of the seorbutie 
guinea pigs is 0.0347 and 0.0112 respectively. That is a decrease 
of 67.7% in seurvy as compared with the ratio of the normal. 


TABLE V. 
The Ratios of Cholesterol to Fatty Acid in Faeces of the Normal 
and of the Scorbutie Guinea Pigs. 


| : Cholesterol | Difference 
F ‘ SS SSS : 

| atty Acid | Cholesterol Fatty Acid in % 

| 

| 


gm gm 
Ist Week 0.5175 0.0183 0.0353 
Normal "ond ,, 0.5984 0.0201 | 0.0341 
Average 0.5580 0.0194 | 0.0347 
A ieee leak aeaat : —67.7 
1st Week 0.6389 0.0093 0.0145 
2nd, 1.0211 0.0094 0.0092 
Sd 3rd, 0.5480 0.0055 | 0.0100 
Average 0.7360 0.0081 | 


0.0112 


IV. Discussions. 


The facts that the amount of fatty acid in each two days’ 
faeces of the scorbutic guinea pigs is greater by 41.8% as com- 
pared with that of the normal ones, and that the average ratio 
of fatty acid excreted in the faeces to that in the diet ingested for 
each two days of scorbutic guinea pigs is larger than that of the 
normal ones by 54.9% suggest to us that there may be some dis- 
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turbance of fat decomposition or absorption in the intestinal canal 
of scorbutic animals. Coollazo (1924) and Ohata (1932) have 
already reported that the blood fat is inereased in experimental 
scurvy. Nagayaina and Tagaya (1929) have also stated that 
the fatty acid in every tissue of seorbutie guinea pigs is decreased. 

As to the unsaponifiable substances of faeces, the cholesterol 
decreases by 53.9% in comparison with that of the normal, and the 
average ratio of cholesterol in the faeces to that in the diet ingested 
for each twd days of scorbutic animals is smaller than that of the 
normal ones by 40.9¢°. The unknown unsaponifiable substances 
of the faeces are also decreased by 53.8%, and its ratio to the diet 
ingested in the seorbutie animals is smaller than that in the normal 
ones by 52.5%. This fact leads us to suspect that there may be 
some decrease in the secretion of bile or in the excretion from the 


intestinal walls as the ratio, ape in the faeces of soerbutic 
: ; fatty aci : 
animals is smaller than that of normal ones by 67.7%. Therefore, 


the decrease of this ratio in the faeces, as Ohata has already 
advocated in the blood analysis, may be usd as a quantitative 
eriterion of scurvy. 


V. CoNncLusions. 


1. The amount of fatty acid in two days’ faeces of the scor- 
butic guinea pigs is greater than that of normal ones by 41.8% 
on an average. 

The ratio of the amount of fatty acid in the faeces to that in 
the diet ingested is larger in the scorbutic animals than in the 
normal by 54.9% on an average. 

2. On the contrary, the amount of cholesterol in the faeces 
of scorbutic guinea pigs is smaller than that of normal ones by 
53.9% on an average. 

The ratio of the amount of cholesterol in the faeces to that 
in the diet ingested is smaller in the scorbutic animals than in 
the normal by 40.9% on an average. ;. 

3. The amount of unknown unsaponifiable substance in the 
faeces of scorbutie guinea pigs is also smaller than that of normal 
ones by 53.8% on an average. 


EEE 
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The ratio of the amount of unknown unsaponifiable substance 
in the faeces to that in the diet ingested is smaller in the scorbutie 
animals than in the normal by 52.5% on an average. 


4. The ratio, cholesterol is reduced by 67.7% in the scorbutie 
fatty acid 
faeces as compared with the normal ones. 


5. There is no difference between the nitrogen balance in 
secorbutic and normal guinea pigs. 

I wish to express my sincere thanks to Prof. T. Nagayama 
for his kind advice throughout the course of the investigation, and 
I am also indebted to Count Mutsu and Baron Takagi for 
expenses which have been defrayed from Ujun-Kwai. 
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I. INTRODUCTION. 


The fact (Aizawa, 1935) that the amount of fatty acid in 
the faeces of scorbutic guinea pigs is greater than that of normal 
ones led us to assume there might be some disturbance of fat 
decomposition or absorption in the intestines. In the present ex- 
periment, we have determined the acid number of ether extract in 
the faeces to ascertain whether the fat decomposition in the in- 
testine of the secorbutic guinea pigs is disturbed. 


II. ExprerimentaL METHOps. 


The animals for the experiment and the feeding were the same 
as those stated in the previous paper. We gathered each two days’ 
faeces of the experimental animals and they were extracted with 
ether first. and then purified with petroleum ether. A certain 
amount of the petroleum ether extract of the faeces was dissolved 
in 15-25eem of ether alcohol mixture (2:1) neutralised with 
alkaline and titrated with N/10 KOH alcohol solution, using 
phenolphthalein as an indicator. The acid number was calculated 
by multiplying the consumed V/10 KOH by 5.62 and dividing it 
by the amount of the extract used for the experiment. 
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Il]. Exprermentau REsvvts. 
A. Acid Number of the Petroleum Ether Extract of 
Sherman’s Diet. 
According to our analysis, it was found that the acid number 
of the petroleum ether extract of Sherman’s diet is 6.80 in 
maximum, 5.65 in minimum, and 6.22 on an average. 


B. Acid Number of the Petroleum Ether Extract of the Faeces 
of the Normal and of Scorbutic Guinea Pigs. 


The experimental data are shown in Tables I, II, III and IV. 

As is shown in Tables I-IV, though there are some fluctuations 
in the acid number of the petroleum ether extract of the faeces of 
normal guinea pigs according to the individuality of the animal, it 
is 83.82 in maximum, 74.54 in minimum and 78.88 on an average. 
On the other hand, in the scorbutie animal it is found to be 65.86 
in maximum, 52.72 in minimum and 59.29 on an average. 

There occurs, without any exception, a decrease in the acid 
number of petroleum ether extract of the faeces of scorbutic guinea 
pigs as compared with that of the normal ones. Though the rate 
of the decrease differs according to the individuality of the animal, 
it runs parallel, in general, to the severity of the scurvy. That is, 
the rate of the decrease is indicated by 15.4% in minimum, 31.2% 
in maximum, and 23.2% on an average, as is shown in Table V. 

These facts indicate that there must be some decrease in free 
fatty acid in the petroleum ether extract of the faeces of seorbutie 
animals. 

As it has already been proved that the amount of fat in the 
faeces of secorbutic guinea pigs is greater than that of normal ones 
(Aizawa, 1935), the above mentioned fact suggests that there 
may be some disturbance of fat decomposition in the intestines of 
seorbutie guinea pigs. . 


IV. Concuusions. 


1, The average acid number of the petroleum ether extract 
of Sherman’s diet is 6.22. 
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TaBLE V. (Average) 


Acid Number 


Difference in % 


Control Scurvy 


141 76.67 52.72 =31-2 
144 83.74 60.14 —28.1 
145 77.00 64.16 -16.6 
146 77.39 53.96 —30.2 
148 81.12 65.86 -18.8 
150 74.55 57.14 —23.3 
152 75.12 59.95 —20.1 
154 83.82 60.91 -15.4 
155 79.27 58.74 —25.9 
Average 78.89 59.29 —23.2 


2. The acid number of the petroleum ether extract of two- 
days’ faeces of scorbutie guinea pigs is small as compared with that 
of the normal ones. This fact leads us to assume that there may 
be some disturbance of fat decomposition in the intestines of 
scorbutie animals. 

3. The rate of the decrease becomes remarkable in proportion 
to the severity of the scurvy. 

I wish to express my sincere thanks to Prof. Dr. T. Naga- 
yama for his kind advice throughout the course of the investiga- 
tion, and I am also indebted to Count Mutsu and Baron Takagi, 
for the expenses which have been defrayed from Ujun-Kwai. 


REFERENCE. 
Aizawa, Y. (1934): J. of Biochemistry, 21. 
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STUDIES IN EXPERIMENTAL SCURVY. 


XXVII. On the Content of Lipase in the Serum of Guinea 
Pigs Fed on a Vitamin C Free Diet. 


By 


YOSHIO AIZAWA. 


(from the Laboratory of Biological Chemistry of the Tokyo Jikei-Kwai 
Medical College, Tokyo. Directors Prof. T. Nagayama.) 


(Received for publication, December 17, 1934) 


[. Lyrropuctton. 


In our previous paper (Aizawa, 1935), we found that there 
is an increase of fat substance in the faeces of scorbutie guinea 
pigs, and that the amount of free fatty acid im the faeces is de- 
ereased. [It was supposed therefore that the decomposition and 
absorption of fats would be disturbed in the intestine of guinea 
pigs fed on a diet deprived of vitamin C. In the present work, 
the lipase content in the serum of normal and of seorbutic guinea 
pigs was determined. 


Il. Exprrimentat Merrnops. 


The experimental animals and the feeding method were the 
same as those already stated in the previous paper. But as there 
were some whose appetite became bad at the end of the scorbutic 
period, we have examined the influence of the partial inanition 
on the lipase content in the serum of normal guinea pigs. For 
this purpose, normal guinea pigs were fed on a ration equivalent 
to the average daily amount of Sherman’s basal diet which was 
ingested by each guinea pig at the end period of scurvy. 5-7 cem 
of fresh radish juice was given to each every day to prevent scurvy. 
The lipase contents in the serum of the animals were measured. 

The serum of both normal and seorbutie guinea pigs which 
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had been fasted for 15 hours was separated from the blood drawn 
by the heart puneture at five days intervals, and was placed in an 
ice box for 24 hours before the determination of the lipase. Rona 
and Michaelis’s dynamic method was employed for the deter- 
mination of serum lipase, using Traube’s stalagmometer. 


Itt. Resuuts or tHe ExeertMenr, 
A. The Amounts of Serum Lipase of Normal 
Guinea Pigs. 


TABLE I. 
The Amount of Serum Lipase of Normal Guinea Pigs. 


Falling D Difference be- 
Animal satel tween the No. 
7 of Drops at 


aig Initial & Final 
Measurements 


15 

13 

60 12 

13 

12 

Average 13 
14 

2 

61 14 

13 

i he 

Avernge 13 
12 

9 

63 11 

9 

9 

Average 10 
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As is shown in Table. I, the’ lipase content in the serum 
separated from the blood drawn by ‘means of heart; puncture four 
times at five day intervals in normal guinea piga Varies: to a con- 
siderable extent according t6 the individuality of the animals. But 
no marked fiuctuation can be seen in the lipase ett. the 


serum of the same animal by such manipulation. The average 
amount of serum lipase in normal guinea pigs, as is clear in Table 
III, is hardly affected by drawing the blood from the ‘heart, and 
the difference between the number of drops falling immediately 
and 90 minutes after the beginning of the experiment is on an 
dverage 13 drops. ( 
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B. The Amount of Serum Lipase of Scorbutic 
Guinea Pigs. 


The experimental data are shown in Table IT. 


TabLy IT, 
The Amounts of Serum Lipase of Scorbutic Guinea Pigs. 


—==— — 


Difference be- 

tween the No. s 
of Drops at _—_ 

Initial & Final 

Measurements 


Average| — 
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21/V1. 2 630 | 124 | 72 | 69 | 66 | 62 10 
26 ‘f 560 130 | 73 | 69 | 67 |-65 8 
82 1/VII| 12 505} 119 | 73 | 68 | 66 | 63 10 
6 Alef 470 102 | 72 | 69 | 67 | 66 6 
11 22 400 70 | 72 | 70 | 68 | 67 5 
Average} — = — — | — ] — ] — 8 13/VII 
21/VI1I 2 590 | 145 | 75 | 71 | 67 | 64 ail 
26 7 555 134 | 74 | 71 | 66 | 64 10 
85 1/VII| 12 490 91 | 73 | 72 | 70 | 66 
6 AG. 420 74 | 73 | 70 | 66 | 65 8 
a} 22 370 45 a 
Average| — a fs 4, | Sh Sen 9 11/VII 
21/VI 3 570 144 | 74 | 70 | 67 | 65 9 
26 8 530 134 | 74 | 70 | 66 | 64 10 
87 | 1/vii1} 13 | 470| 108] 75 | 70 | 68 | 67 8 
6 18 410 79 | 75 | 72 | 67 | 66 9 
1l 23 460 46 | 74 | 72 | 68 | 66 8 
Average] — a= — = | — | — | = — 9 12/VII1 


Remarks: In autopsy findings, there were always seen remarkable scorbu- ° 
tie changes, such us looseness of teeth, hemorrhage of intestine, enlargement of 
rib junetion, and hemorrhage of lim) joints, ete. 


As is seen in Table Ll, the amount of serum lipase of the 
scorbutic guinea pigs shows no marked difference as compared with 
that of the normal ones at the initial period of scurvy. As the 
disease becomes severe, however, the amount of the serum lipase, 
with no exception, begins to decrease and the decrease is especially 
remarkable at the end of the scorbutic period. According to Tables 
TET and IV in which the average amounts of serum lipase in normal 
and seorbutic guinea pigs are shown, some decrease can be seen 
in the lipase content of scorbuti¢g animals as compared with that 
of normal ones. The difference between the number of drops 
falling at the initial and final measurements in scorbutic guinea 
pigs is on an average 9 drops, whereas in the normal it is 13 drops. 
That is, the decrease is 30.7%. 
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' Tas.e IIT. 

The Average Amounts of Serum Lipase of Normal Guinea Pigs. 
+= = ee : — a - SS Se 
: Falling Drops Difference between the No. 


of Drops at Initial & 
Final Measurements 


Min,’ 
Max. 
Averpage : 
Shey F 


j ‘ 
TABLE IV. 
The Average Amounts of Serum Lipase of Scorbutie Guinea Pigs. 


! 


Seorbuti Falling Drops Difference between the No. 
Date: |’ airs Le + of Drops at Initial & 
ys Initial Final Measurements 
21/V1 2-3 73 11 

26 7-8 73 
1/VII 12-13 73 
6 17-18 73 
11 22-23 Uf 
Min. , 73 
Max, 73 


Average 73 


C. The Amounts of Serum Lipase in partially 
Inanitiated Guinea Pigs. 

The results are shown in Table V. 

As is clear in Table V, the lipase content in the serum drawn 
from the heart of partially inanitiated guinea pigs in its initial 
period is hardly different from that of normal ones, while in the 
progress of fasting it is somewhat decreased. The average amount 


—- 
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TABLE V. 
The Amount of Serum Lipase in Partially Inanitiated Guinea Pigs. 
Falling Drops ins ai 
a Sad ‘ ween the No. e 
eae Toke sens) O8dy | eee of Drops at Re 
No. - days |. Wt. Initial & Final marks 
Initial} 30° | 60°] 90’| x60 wvemnents 
Measurements 
gm 
23/VII 2 500 74 | 70 | 64} 62 12 
88 | 28 7 | 460| 74 | 72 | 66 | 64 10 pee 
2/VIII 12 340 73 71 | 68 | 64 9 
Average — —} — |—|—-{—- 10 2/Viii 
23/VIL 2 480 75 | 71 | 67 | 65 10 
sy | 98 7 | 390] 74 | 721 67 | 66 8 nee 
2/VIII 12 300 75 72 | 69 | 65 10 
Average _ — — |—|—|— 9 4/VIIlI 
23/VII 3 580 74 | 71 | 68 | 64 10 
92 | 28 8 | 500] 74 | 72 | 68| 65 9 Tae 
2/VIII 13 370 74 71 | 69 | 66 8 
Average — —{| — |—J-fJ— 9 3/VillI 
23/VII 2 530 75 70 | 68 | 60 15 
9 |o8 . || 7 | 460} 73 | 69] 67 | 62 u oe 
2/VIII 12 310 73 | 70 | 69 | 63 10 
Average — —}; — |j—-j}J—-j— 12 3/VIII 
23/VII 3 570 75 72 | 67 | 59 16 
95 | 28 8 | 456] 74 | 72] 68 | 60 14 a 
2/VIIl 13 305 74 | 73 | 69 | 64 10 
Average == Sea) | i a 13 


of serum lipase 


in the partially 
Table VI, is smaller than that of 
greater than that of the seorbutic 


2/VIIl 


inanitiated guinea pigs, as in’ 
the normal ones, but it is still 
animals, 


The difference between the number of drops falling in the 


initial measurement and that after 90 minutes in partially in- 


anitiated guinea pigs is 11 drops on an average. 


That is, it is 


smaller by 15.490 as compared with the normal case while it is 
still greater by 18.1% as compared with the scorbutic case. 
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TABLE VI. 
The Average Amounts of Serum Lipase of Partially 
TInanitiated Guinea Pigs. 


Falling Drops Difference between the No. 


Date | — eens of Drops at Initial & 

sad Tnitial Final Measurements 
23/VII 2-3 75 13 
28 7-8 | 74° 11 
2/VIII 12-13 74 10 
Min. 74 10 
Max. 75 13 
Average 74 11 


——— -- ——— 


Further, the average amount of the serum lipase of normal, 
scorbutic and inanitiated guinea pigs for every week is shown in 
Table VII. . 


TABLE VIT, 
The Average Amount of Serum Lipase of Normal, Scurvy and Partially 
Inanitiated Guinea Pigs for Every Week. 


- 


F Ist Week 2nd Week eg ara Week 
Normal Drops | Drops Drops 
12.8 12.3 13.0 
a Seurvy P 11.2 9.8 ae 19° 
Partial Fasting ¥ | — 12.6 ai ! “10 : 


——— 


As is seen in Table VII, it is clearly demonstrated that the 
amount of the serum lipase of the seorbutiec animals is decreased 
remarkably in proportion to the severity of the disease, i.e., the 
decrease is 39.3%. In partial fasting, there can not be seen any 
difference in the content of serum lipase as compared with the 
normal till the second week. It is, however, somewhat decreased 
on the third week, ie., the decrease is 15.38%. 
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TV. Concrustons. 

1. The amount of serum lipase of scorbutic guinea pigs is 
smaller than that of normal ones. 

2. The decrease runs parallel to the severity of the disease. 

3. The decrease does not depend merely upon inanition. 

I wish to express my sincere thanks to Prof. T. Nagayama 
for his kind advice throughout the course of the investigation, 
and I am also indebted to Count Mutsu and Baron Takagi, for 
expenses which have been defrayed from Ujun-Kwai. 


REFERENCE. 
Aizawa, Y. (1985): J. of Biochem, 21. 
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STUDIES IN EXPERIMENTAL SCURVY. 


XXVIII. On the Amount of Bile Secreted, and its Bile Salts 
and Cholesterol Contents in Guinea Pigs Fed 
on a Vitamin C Free Diet. 


By 


YOSHIO AIZAWA. 


(From the Laboratory of Biological Chemistry, Tokyo Jukei-Kwai 
Medical College, Tokyo. Director: Prof. T. Nagayama.) 


(Received for Publication, January 26, 1935) 


I. Inrropuction. 


In previous papers (Aizawa, 1935), we reported that the 
amount of fat substance in the faeces of scorbutic guinea pigs is 
always greater than that of normal ones, and that the amount of 
free fatty acid is, however, small in the faeces of the scorbutic 
animals as compared with that of the normal. 

From these results, we concluded that there must be some 
disturbance of fat decomposition in the intestines of scorbutie 
animals. Now we have measured the amounts of bile secreted 
by the normal and scorbutiec guinea pigs, and determined the 
bile salt content in each bile, because the bile plays an important 
réle in the digestion and absorption of fat in the intestine. 

We have also determined the cholesterol content in the bile 
of normal and scorbutic guinea pigs to learn whether the decrease 
of cholesterol in the faeces of the latter animals is due to the 
decrease of bile cholesterol or not. For the experiment, another 
group of guinea pigs was reared under the same conditions as in 
the case of the animals used for the bile salt experiment, and the 
experiments were carried out in the same manner as those described 
in the preceding experiment. 


Il. ExprerIMEnTAL Metrtrops. 


The experimental animals and the mode of feeding for this 
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experiment were the same as those stated in a previous paper 
(Aizawa, 1935). The animals were divided into three groups for 
the scorbutic experiment. The first was a group of animals fed 
on a diet deprived of vitamin C for one week, while the second 
and the third were groups fed on a scorbutie ration for two or 
three weeks respectively. The amount of bile secreted by each 
group of the scorbutic guinea pigs and its bile salt and cholesterol 
contents were measured. The same experiment was carried out 
on partially inanitiated guinea pigs. Murakami’s method (1928) 
was employed for the measure of the amount of bile secreted; 
Foster and Hooper’s method(1919) for the determination of 
taurocholate, and Takahata and Nakamura’s method(1926) 
for the total cholesterol. 


Jil. Exprrtmwentan Resuvts. 
A. The Amount of Bile Secreted and its Bile Salts 
Content in the Normal Guinea Pigs. 

The amount of bile secreted for 6 hours by normal guinea 
pigs and its bile satls content (as taurocholic acid) were deter- 
mined. The results are shown in Table I. 

As is seen in Table I, the average amount of bile’ secreted 
and its taurocholic acid content for 6 hours in the normal guinea 
pigs is 20.5 ee, and 41.2 mg respectively. 


& 


B. The Amount of Bile Secreted and its Bile Salts 
Content in Scorbutic Guinea Pigs. 

The results of the experiment with the guinea pigs fed on 
the scorbutie diet for one week are shown in Table IT A. 

According to Table II A, the average amount of bile secreted 
for 6 hours is 18.4 ce. and its taurocholie acid content is 31.4 mg. 
The former shows a decrease by 10.2%, and the latter by 22.6% 
as compared with those of the normal case. 

The experimental results obtained from the guinea pigs fed 
on a diet deprived of vitamin C for two weeks are shown in 
Table II B. 
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As is seen in Table II B, the average amount of bile secreted 
for 6 hours is 13.2 ec. and its taurocholie acid content is 20.4 mg. 
The rate of the decrease of the former and of the latter is 35.6% 
and 50.4% respectively, as compared with those in the normal case, 

The results of the experiment performed with the guinea pigs 
fed on the scorbutie diet for three weeks are shown in Table II C. 

The average amount of bile secreted in this case is 7.1 ce. 
for 6 hours and its taurocholic acid content is 9.8mg. It is a 
decrease of 65.3% in the former and 76.4% in the latter as com- 
pared with those in the normal ease. 


C. The Amount of Bile Secreted and its Bile Salts 
Content in Partially Inanitiated Guinea Pigs. 


Ag there are some guinea pigs of which the appetite became 
bad near the end period of scurvy, we have examined the effect 
of partial fasting upon the bile secretion and its bile salt content. 
For this purpose, two groups of guinea pigs were fed on a ration 
equivalent to the average amount of the diet ingested by the 
scorbutie animals at the second week (Experiment I) and to that 
at the end period of scurvy (Experiment IT) respectively. In this 
ease, an adequate amount of fresh radish juice was given orally 
as a vitamin C supply. The results are shown in Tables IIIT A 
and IIIB. 

As is seen in Tables III A and IIT B, the average amount of 
bile secreted for 6 hours by the guinea pigs of the former group 
and that of the latter is 9.7 ec. and 7.5 ce. respectively. It is a 
decrease of 52.6% and 63.4% in the former and in the latter 
respectively, as compared with that in the normal case. The rate 
of the decrease is somewhat smaller than that at the end period 
of scurvy. The average amount of taurocholie acid in the bile 
of each group is 20.5 mg and 13.6 mg respectively. It shows a 
decrease by 50.3% and 67.2% in the second and the third week 
group respectively, as compared with those in the normal case. 
The rate of the decrease is somewhat smaller than that at the end 
period of seurvy, whereas in the second week group, there can not 
be seen any difference between the rate of decrease in the scorbutic 
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guinea pigs and that in the partial inanitiated ones. 

The difference in percentage in the amount of bile secreted, 
the taurocholic acid content in each ccm of the bile, and that in 
6 hour’s bile of normal, scorbutic and partially inanitiated guinea 
pigs are tabulated in Tables IV A, IV B, and IV C respectively. 


D. On the Amount of Cholesterol in the Bile Secreted 
by Normal, Scorbutic and Partially 
Inanitiated Guinea Pigs. 

As was already stated, the other groups of guinea pigs were 
used for the experiment for the determination of cholesterol in 
the bile secreted by normal and scorbutic guinea pigs. The results 
in the normal guinea pigs are shown in Table V. 

As is seen in Table V, the average amount of bile secreted, 
for 6 hours is 20.3 ec., and its cholesterol content is 4.9 mg. 

The results in the scorbutiec guinea pigs are shown in Tables 
VIA, VIB, and VIC. 

As is seen in Tables VI A, VIB, and VIC, the cholesterol 
contents in 1cc. of the bile and in the bile secreted for 6 hours 
are decreased according to the severity of seurvy. The decrease is 
especially remarkable in the latter. 

The cholesterol content in the bile secreted by partially 
inanitiated guinea pigs is shown in Table VII. The animals in 
experiments I and II were fed respectively on a ration equivalent 
to each average amount of Sherman’s vitamin C free basal diet 
ingested by the guinea pigs of the second and the third week group 
of scurvy. Fresh radish juice was given as vitamin C supply. 

As is seen in Table VII, the cholesterol content in each ee. of 
the bile in partially inanitiated guinea pigs does not differ from 
that in normal ones, whereas it is decreased markedly in the bile 
secreted for 6 hours. 

The difference in percentage in the cholesterol contents in 
lec. of the bile and that in 6 hour’s bile of normal, scorbutic 
and partially inanitiated guinea pigs are shown in Table VIII A 
and VIITB. 

According to Tables VIII A and VIIIB, it is seen that the 
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cholesterol content in each ce. of bile is somewhat decreased in 
the scorbutie guinea pigs, whereas it does not show any change 
in partially inanitiated ones. On the contrary, the cholesterol 
content in the bile secreted for 6 hours is decreased in both scorbu- 
tie and partially inanitiated guinea pigs. 


IV. Discussion. 


In the present experiment, the amount of bile secreted for 6 
hours by normal, secorbutic, and partially inanitiated guinea pigs, 
and its bile salt (as a taurocholic acid) contents in lec. of the 
bile and in the bile secreted for 6 hours were determined. It was — 
clearly shown that the secretion of bile is reduced remarkably in : 
scorbutie guinea pigs and that this decrease became more remark- 
able in proportion to the severity of the disease. The amount of 
taurocholic acid in each cem of the bile was also decreased in the 
scorbutic case, and it ran parallel to the severity of the illness. 
That is, the rate of the decrease was 9.6%, 22.8% and 30.3% on 
an average in the first, the second and the third week groups of 
seorbutie animals respectively as compared with those in the 
normal ones; whereas there can not be seen any decrease in the 
ease of the partially fasted animals. As the amount of bile secreted 
by fasted animals is decreased, the taurocholic acid in this case 
is also decreased as a whole in 6 hour’s bile. The rate of the 
decrease in the guinea pigs at the end period of seurvy is still 
greater than that in the guinea pigs fed for one week on a ration 
equivalent to the average amount of diet ingested by the guinea 
pigs at the end period of scurvy. It is very interesting that the 
amount of taurocholic acid in the bile secreted by the scorbutic 
guinea pigs is decreased in percentage, while it does not differ 
from the normal in the ease of fasted ones. 

In the cholesterol content in the bile, there can be seen a 
similar relation to the case of bile salt experiment. The total 
amount of cholesterol in the bile secreted for 6 hours by scorbutic 
guinea pigs is gradually decreased in proportion to the decrease 
of the bile secretion. Finally it is decreased to one-fourth of the 
normal amount. It is also of interest that the amount of 
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cholesterol in each ec. of the bile secreted by the seorbutic guinea 
pigs is decreased whereas it does not show any change in the 
fasted ones. From these facts, it is to be concluded that the 
decrease of cholesterol in the faeces of scorbutic guinea pigs is 
produced by a scanty bile secretion to which an inanition is ex- 
tensively related. 


V. CONCLUSIONS, 


1. The bile secretion of the scorbutic guinea pigs is reduced 
according to the severity of scurvy. 

2. The taurocholie acid and the cholesterol contents in the 
bile secreted for 6 hours by the scorbutic guinea pigs are decreased 
as compared with those in the normal ones, and the rate of the 
decrease runs parallel to the severity of the disease. The decrease 
is due partly to an inanition. 

3. It is of interest that the concentration of taurocholie acid 
and cholesterol in the bile secreted by scorbutic guinea pigs is 
decreased, whereas it does not show any change in partially 
inanitiated ones. 

4. It is proved that the disturbance of the absorption of fat 
in the intestines of seorbutic guinea pig is due partly to the de- 
crease of bile secreted and of its bile salt content. 


_I wish to express my sincere thanks to Prof. Dr. T. Naga- 
yama for his kind advice throughout the course of the investiga- 
tion, and I am also indebted to Count Mutsu and Baron Takagi 
for the expenses of the work, which have been defrayed from Ujun- 
Kwai. 
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